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Mit 2 Abbildungen im Text. 


Im Friihjahr 1935 konnten die anderen von uns (Fink und Mit- 
arbeiter) in dieser Zeitschrift! das wesentliche Ergebnis ihrer Versuche 
iiber die Futterhefengewinnung in Holzzuckerlésungen folgendermaBen 
zusammenfassen: ,,... Wir halten damit die Dauerziichtung von Torula 
utilis unter technischen Bedingungen in Holzzuckerlésung, die als 
Stickstoffquelle auBer dem aus dem Holz stammenden Stickstoff? nur 
anorganischen Stickstoff enthielt, fiir bewiesen.** 

Damit war erstmalig in der Geschichte der technischen Hefeziichtung 
gezeigt, da man bei guter Ausbeute in der Dauerziichtung den kost- 
baren organisch gebundenen Stickstoff restlos durch Ammoniak ersetzen 
kann. Es war damit aber auch die enorme Stickstoffvergeudung, die 
die Verwendung von organisch gebundenem Stickstoff in der Melasse 
bei der Futterhefengewinnung bedeutet hat, beseitigt. Wahrend iiber 
60°, des mit der Melasse zugefiihrten Stickstoffs von der Hefe un- 
verwertet mit den hefefreien Abwassern verlorengehen, wurden schon 
nach unseren damaligen ersten Versuchsserien in Holzzucker bis zu 
98°, des nur als Ammoniak eingesetzten Stickstoffs? in der Erntehefe 
wiedergefunden. 

Nachdem die anfangliche Skepsis diesem Ergebnis gegeniiber tiberwun- 
den war, sind auch die von anderer Seite in jener Zeit noch mit groBen Er- 
wartungen laufenden Versuche, billigen organischen Stickstoff — man hielt 
ihn trotz seiner meist schlechten Ausnutzbarkeit in der Hefetechnik bis dahin 
fiir unbedingt notwendig — z. B. in Form der bei der Backerhefeziichtung in 
Melasse abfallenden entheften Abwiirzen® zu verwenden, unseres Wissens 

1 H. Fink, R. Lechner u. E. Heinisch, diese Zeitschr. 278, 29, 1935; 283, 
71, 1935; 286, 838, 1936. 2 Holzzucker ist bekanntlich im Gegensatz 
zu Melasse praktisch frei von stickstoffhaltigen Substanzen iiberhaupt. 
Wurde dieses Fehlen von organischem Stickstoff anfanglich als erheblicher 
Nachteil des Holzzuckers betont, so war dieses Manko nunmehr zum groben 
Vorteil im Hinblick auf die ,,Dosierbarkeit’' und ausgezeichnete Oko- 
nomie des Stickstoffs bei unserem Ziichtungsverfahren geworden. — 
3 Privatmitteilung. 

Biochemische Zeitschrift Band 302. 











2 A. Scheunert, K. H. Wagner, H. Fink u. J. Krebs: 


nicht mehr fortgesetzt worden. Jedenfalls wird heute die Futterhefe- 
gewinnung aus Holzzucker oder auch aus Sulfitablauge bei allen Anlagen 
ohne jeden Zusatz von organisch-chemisch gebundenem Stickstoff im 
Dauerziichtungsverfahren mit Torula utilis durchgefiihrt. 

Die nun aber auftauchenden und von uns! selbst zuerst geduBerten 
Bedenken, ob die mit Holzzucker und sonst nur anorganischen Stickstoff- 
und Nahrsalzquellen erzeugte Hefe auch noch als EiweiBfuttermittel 
und Vitaminquelle eine anderen Hefen gleichwertige Zusammensetzung 
habe, ist inzwischen, was die fiitterungstechnische Seite betrifft, von 
Richter und Briiggemann? durchaus positiv beantwortet worden. Auch 
die einen von uns? (Scheunert und Mitarbeiter) haben gefunden, daB die 
so gewonnene Hefe noch einen betrachtlichen Vitamingehalt aufweist, 
der zwar in bezug auf B, (8 internationale Einheiten) dem der Bierhefe 
(60 bis 80 internationale Einheiten) erheblich nachsteht, in bezug 
auf B, (10 biologische Einheiten) aber einer guten Bierhefe (5 bis 8 
biologische Einheiten) mindestens gleichwertig ist (vgl. Tabelle 1). 


Tabelle I. 





Gehalt pro g Trocken- 
hefe mit 10°) Wasser 


an 
Hefesorte Ziichtungsmilieu — «= | Vitamin || Bemerkungen 
Vitamin Bs pa ciomplew 
ce Seige in biolog. 
wahetben Einheiten 
Brauereihefe Gehopfte Malzwiirze 60—80 d5— 8 Scheunert 
u. Schieblich 
Backerhefe Melasse 20 8 Dieselben * 
Torula utilis Holzzucker mit viel Malz- 6 10—13 a 
keimen 
en is Holzzucker mit nur anorga- 8 19 9 
nischen Salzen 
* 3 Verdiinnter Alkohol mit nur 6 13,3 ent 
anorganischen Salzen, ee 
1. Generation 
Bt = Verdiinnter Alkohol mit nur 3,3 10 Dieselben 


anorganischen Salzen, 
11. Generation 


* Nicht veréffentlicht. 


Die von uns fiir diese Versuche verwendete Hefe war wahrend 
Dutzender von Passagen in sonst nur anorganischer Nahrfliissigkeit 
mit Holzzucker zunachst im 7-Liter-MaBstab geziichtet worden, und 
dann anlaBlich der ersten Ubertragungen* unseres Verfahrens in den 
technischen MaBstab unserer Versuchsanlage mit 7000 Liter Bottich- 
raum in Tornesch bzw. Oberkotzau fiir die eben erwahnten Versuche 
in reichlicher Menge erzeugt worden. 

' H. Fink, Zeitschr. f. Spiritusind. 1936, Nr. 45, S. 24. 2K. Richter 
u. H. Briiggemann, Tierernahrung 9, 95, 1937. — * Scheunert u. Schieblich, 
Tierernahrung 9, 173, 1937. — ‘ Zeitschr. f. Spiritusind. 1936, Nr. 45, 8. 13. 
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Wenn auch gegentiber der Bierhefe ein viel geringerer Gehalt an dem 
leichter in den Mangel kommenden Vitamin B, festzustellen war, so 
schlossen die einen von uns (Scheunert und Mitarbeiter!), daB der immer- 
hin noch betrachtliche Gehalt an Vitaminen der B-Gruppe auf Synthese 
durch die Hefe zuriickzufiihren sei, da ja Holzzucker nach Rohstoff 
und Herstellung als vitamin-B-frei angenommen werden mubte. 

Fir den viel niedrigeren Gehalt an Vitamin B, unserer Holzzucker- 
hefe gegentiber der Bierhefe konnte man natiirlich verschiedene Er- 
klarungsmoéglichkeiten heranziehen, wie die andere Rasse oder das ganz 
andere Ziichtungsmilieu (Bierwiirze, Holzzucker). Am naheliegendsten 
war es aber beim damaligen Stand unserer Kenntnis, die sonst nur 
anorganische Ernahrung besonders mit anorganischen Stickstoff- 
verbindungen dafiir verantwortlich zu machen. Aber gerade diese 
Erklarung ist experimentell mit ziemlicher Sicherheit ausgeschlossen 
worden, da eine von Scholler in Holzzuckerwiirze mit mehr als reich- 
lichen Mengen von Malzkeimen ebenfalls nach dem Liiftungsverfahren 
erzeugte Torulahefe, die von den einen von uns? (Scheunert und Mit- 
arbeiter) auf ihren Vitamingehalt untersucht worden war, eher einen 
noch niedrigeren Gehalt an Vitamin B, aufwies, namlich nur 6 inter- 
nationale Einheiten (vgl. Tabelle). Dabei sind aber, wie wir wissen, 
auf 400 kg Holzzucker 100 kg Malzkeime bei der Ziichtung zur An- 
wendung gekommen?. 

Wenn auch durch obigen Befund die Fahigkeit der Hefe Torula 
utilis, Vitamin B zu synthetisieren, praktisch erwiesen war, so bestand 
immerhin der Einwand, daB auch die Holzzuckerlésung ein recht kom- 
pliziert zusammengesetztes Nahrsubstrat sei, bei dem mit gewissen 
Unsicherheiten gerechnet werden miisse. 

Neue Fortschritte in der technischen Massenziichtung von Hefe 
machten nunmehr die endgiiltige Lisung dieses Problems médglich. 
Den anderen von uns (Fink und Mitarbeiter) ist es inzwischen gelungen ?, 
die kontinuierliche technische Massenziichtung von Torula utilis nach 
dem Lufthefeverfahren auch auf einfache Kohlenstoffverbindungen, 
wie Essigsiure, Acetaldehyd und Alkohol usw., als Kohlenstoffquellen 
auszudehnen. Da auch hierbei alle anderen Nahrstoffe ausschlieBlich 
in anorganischer Form angewandt werden, stellt die so in sehr guter Aus- 
beute zu erzeugende Hefe das denkbar geeignetste Ausgangsmaterial 
dar, ganz allgemein die Frage der Totalsynthese aller in den Hefe- 
zellen vorkommenden Inhaltsstoffe in eindeutiger Weise zu_priifen: 
so in unserem speziellen Falle die Totalsynthese von Vitamin B, und 
B, (Komplex). Nun besteht aber gegen eine einmalige Fortziichtung 


1 Scheunert u. Schieblich, Tierernahrung 9, 173, 1937. 2 Scheunert 
u. Schieblich, Tierernahrung 8, 113, 1936. 3 Privatmitteilung. 1H. Fink, 
R. Lechner u. J. Krebs, diese Zeitschr. 290, 135, 447, 1937; 300, 175, 1939; 
B01, 143, 1939. 
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in den auch vollig einheitlichen Nahrsubstraten unter iibersichtlichen 
Verhaltnissen der Einwand, der Gehalt der Erntehefe an Vitaminen 
kénne noch aus der Impfhefe stammen, die einen gewissen Vorrat 
davon mit in den Ziichtungsversuch gebracht habe, ja dieser Vorrat 
kénne sogar in latenter bzw. maskierter Form oder in Form von Vor- 
stufen in der Impfhefe vorgelegen haben. 

Nur eine gelungene Dauerziichtung tiber viele Passagen, wobei 
jedesmal ein Teil der Erntehefe in der nachsten Fiihrung in dem einheit- 
lichen Substrat stark vermehrt wird, kann die Grundlage fiir den Beweis 
sein, daB der Vitamin B-Komplex von der Torulahefe aufgebaut werden 
kann. Eine solche kontinuierliche Ziichtungsreihe durch 11 Passagen 
in verdiinntem Alkohol und anorganischen Nahrsalzen ist durchgefiihrt 
worden. Die Vermehrung war bei jeder Einzelziichtung eine etwa drei- 
fache, mit anderen Worten, die Aussaathefe ware auf die 31!-fache Menge 
angewachsen oder die Hefe der 11. Generation kénnte im besten Falle 
noch etwa !/jo9999 der Zellen der Ausgangshefe enthalten. Der Vitamin- 
gehalt der urspriinglich in Holzzucker geziichteten Ausgangshefe ware 
also, wenn keine Synthese eingetreten ware, im gleichen Grade, namlich 
etwa 1: 100000 verdiinnt worden. Von der 1. und der 11. Generation in 
Alkohol wurden mehrere kg Trockenhefe erzeugt, um reichlich Material 


Tabelle I]. Dauerziichtung in Athylalkohol. 
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fiir die Tierversuche zu haben und um gleichzeitig einen eventuellen 
Abfall des Vitamingehalts feststellen zu kénnen. Der Kiirze halber 
soll vorstehend die Tabelle mit den Zahlenergebnissen nochmals wieder- 
gegeben werden (Tabelle I). 

Die Ziichtungsbedingungen und Ausbeuteverhaltnisse sind in 
anderem Zusammenhang! in dieser Zeitschrift vor kurzem ziemlich 
ausfiihrlich beschrieben worden, wobei von den anderen von uns auch 
diese Problemstellung kurz gestreift worden ist. 

Im folgenden wird nun iiber Verlauf und Ergebnisse der Tierversuche 
berichtet. Es standen also zwei Sorten zur Verfiigung. 

1. Ausgangshefe, erste Ziichtung, 

2. Erntehefe, welche aus der ersteren nach elf Passagen auf vitamin- 

freien Nahrbéden erhalten worden war. 

Beide Hefen wurden auf ihren Gehalt an Vitamin B, und B, nach 
den Methoden unseres Instituts im biologischen Versuch an jungen 
wachsenden Ratten quantitativ ausgewertet. Hierzu ist noch folgendes 
zu bemerken: 

Das Vitamin B, (Aneurin) ist chemisch eine gut charakterisierte 
und synthetisch zugangliche Substanz, die das seit langem bekannte 
Antiberiberi-Vitamin verkérpert. Unter Vitamin B, verstehen wir eine 
Gruppe von Vitaminen, in der sich unter anderem Lactoflavin (oft fiir 
sich als Vitamin B, bezeichnet) und ferner wasserlésliche in Hefe vor- 
kommende Wachstums-, Erhaltungs- und Antidermatitisvitamine be- 
finden. Wir fassen bei unseren Untersuchungen mit dem Namen 
Vitamin B, alle diejenigen Vitamine der Hefe zusammen, welche auBber 
Vitamin B, noch vorkommen. Diese Vitamingruppe wird, vor allem in 
der amerikanischen Literatur, auch noch gelegentlich als Vitamin G 
bezeichnet und entspricht gewissermaBen dem frither als Wachstums- 
vitamin bezeichneten wasserléslichen Faktor der B-Gruppe. 


Methodisches. 
1. Untersuchung auf Vitamin B,. 


Zur quantitativen Ausweitung der Vitamin B,-Wirkung werden junge 
wachsende Ratten im Gewicht von etwa 50 bis 55 g mit einer vitamin-B,- 
freien Kost ernahrt. Diese besteht aus: 

16,89, Casein, 
7 > Palmin + Vitamin D-Zusatz, 
8 %, Lebertran, 
5 6 Salzgemisch nach Me Collum und Davis, 
8 % autoklavierte Trockenhefe zur Vitamin B,-Zufuhr 
55,2 ae Maisstarke. 


) 


Zur Versorgung mit Vitamin A und D dient der Lebertran, zur Ver- 
sorgung mit den anderen Vitaminen der B-Gruppe, auBer Vitamin B,, die 


1H. Fink u. J. Krebs, Diese Zeitschr. 300, 175, 1939. 
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autoklavierte Trockenhefe, in der das hitzeempfindliche Vitamin B, zerstért 
worden ist. Die sonstigen Bestandteile sind durch bewahrte Methoden vita- 
min-B,-frei gemacht worden. 

Die Ratten befinden sich in Einzelkafigen auf hohem, weitmaschigem 
Drahtnetz, um das Kotfressen zu verhindern. Bei der Fiitterung mit der 
vorgeschriebenen Kost wachsen die Ratten noch kurze Zeit, stehen dann 
aber bald im Gewicht still und nehmen ab. Diese Gewichtsabnahme steht 
im Zusammenhang mit Verarmung an Vitamin B,. Alsbald machen sich 
auch weitere aéuBere Erscheinungen, animisches Aussehen, schiitteres Fell 
und Hinfalligkeit bemerkbar. Manchmal treten auch als typische Er- 
scheinung des Vitamin B,-Mangels polyneuritische Kiaimpfe auf. 

Wenn die B,-Mangelerscheinungen ausreichend ausgebildet sind, 
wird nunmehr das auf seinen Vitamin B,-Gehalt zu untersuchende 
Praparat zugelegt. Es kommt nun darauf an, die taglichen Zulagen so 
zu bemessen, dah die Tiere in der anschlieBenden Versuchsperiode tiber 
35 Tage am Leben erhalten werden und gewisse Bedingungen erfiillen. 
Diese sind: Es diirfen in dieser Zeit nicht erneut Krampfe auftreten oder 
vor Beginn des Versuchs bestehende Krampfe miissen geheilt werden. 
Die Ratten diirfen am Ende der Hauptperiode auch keinen weiteren 
Gewichtsriickgang als héchstens 2 g¢ aufweisen. Alle Ratten, die im 
Laufe der Versuchsperiode Krampfe entwickeln oder sterben, gelten, 
ebenso wie die, die am Ende der Versuchsperiode mehr als 2 g ab- 
genommen haben, als ungeniigend. 

Es wird nun diejenige niedrigste Zulagemenge ermittelt, bei welcher 
in einer Gruppe von zehn Ratten mindestens acht diesen Versuchs- 
bedingungen geniigen. 

Wenn man in gleicher Weise das internationale Standardpraparat 
auswertet, erhalt man diejenige Anzahl von internationalen Einheiten, 
welche gerade die vorgeschilderten Versuchsbedingungen  erfiillen, 
diese sind dann auch in der vorher ermittelten Praparatmenge enthalten. 

) 


2. Untersuchung auf Vitamin Bg. 


Zur Ermitthing der Vitam’n B,-Wirkung wird nach der Methode von 
Sherman und Bourquin vorgegangen, die sich auf das Wachstum der Ratten 
stiitzt. Die vitamin-B,-freie Nahrung besteht aus 

20 & Casein, 
7 % Palmin + Vitamin D, 
8S % Lebertran, 
o, Salzgemisch, 
18,75 % vitamin-B,-haltiger Starke nach Bourquin, 
41,25% Starke. 

Zur Versorgung mit Vitamin A dient wiederum Lebertran, zu der mit 
Vitamin B, ein nach der Methode von Sherman und Bourquin hergestellter 
Weizenschrotextrakt. 


oo 


Die Tiere werden mit der vitamin-B,-freien Nahrung unter den 
gleichen Haltungsbedingungen wie beim Vitamin B,-Versuch solange 
ernahrt, bis Wachstumsstillstand und Gewichtsriickgang eintreten. 








\ 
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Gleichzeitig entwickeln sich manchmal an den Extremitaten der Ratten 
dermatitische Erscheinungen, und es tritt auch Blepharitis auf. Auch der 
Allgemeineindruck der Ratten weist auf Hinfalligkeit und Mangel- 
ernahrung hin. Von diesem Zeitpunkt an erfolgt wiederum die Zulage 
des zu untersuchenden Materials. Auch hier wird an Gruppen von 
zehn Ratten gearbeitet, wobei diejenige Praparatmenge ermittelt wird, 
welche tiber 35 Tage hinweg ein solches Wachstum erméglicht, dab 
eine wéchentliche Durchschnittszunahme von 3 bis 4g je Tier erzielt 
wird. Diese Dosis wiirde dann einer biologischen Einheit entsprechen. 


Ergebnis der Untersuchungen. 
1. Vitamin B,- Bestimmung. 
Die Ratten werden wahrend des gesamten Versuchs zweimal 


wochentlich gewogen und der Versuchsverlauf kurvenmabig dargestellt. 
Der Verlauf mit Ausgangshe fe, erste Ziichtung, ist in Abb. 1 kurvenmabig 
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Abb. 1. 
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dargestellt. Die aus den Kurven abzulesenden Ergebnisse werden, der 
leichteren Ubersichtlichkeit halber, nochmals in der Tabelle III zu- 
sammengestellt. 


Tabelle II. Ausgangshefe, erste Ziichtung, Vitamin B,. 





Ergebnis 





Angewandte 





Dosis Anzahl ungeniigend durch Ergebnis der 
Sapo der Tiere - 7 Gruppe 
in mg genigend Gewichte- 
abnahme /Timpfe Tod 
50 10 0 ~ 2 8 ungeniigend 
75 10 3 1 z 4 ” 
100 10 10 - = — geniigend 


Als Ergebnis dieses Versuchs ist somit festzustellen, daB die Zulage 
von 100 mg Ausgangshefe geniigte, um unsere Versuchsbedingungen zu 
erfiillen. Bei der Auswertung des internationalen Standardpraparats 
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wird dasselbe Ergebnis durch 0,61. E. Vitamin B, erzielt, d.h. also, 
daB 100mg Ausgangshefe 0,61. E.| Vitamin B, enthalten, oder um- 
gerechnet: 1 g hat die Wirkung von Gi. FE. Vitamin B,. 

Erntehefe nach elf Passagen. In Abb. 2 werden die Ergebnisse 
kurvenmaBig wiedergegeben, in der Tabelle LV sind sie nochmals zu- 
sammengestellt. 


Tabelle IV. Erntehefe, nach elf Passagen, Vitamin B,. 





Ergebnis 
— Anzahl ungeniigend durch Ergebnis der 
rede der Tiere geniigend a Gruppe 
Gewichts- ,,.. nn 
Kriimpfe lod 
abnahme 
50 10 0 10 ungeniigend 
75 10 1 — — 9 rr 
100 10 0 - 1 9 Me 
150 10 abgebrochen, da ungeniigend — 
180 10 8 1 | — 1 geniigend 


Nach diesem Versuchsverlauf miissen von der Erntehefe nach elf 
Passagen 180 mg verabreicht werden, um die Versuchsbedingungen 
zu erfiillen. Dies wiirde bedeuten, da diese l80mg 0,6 1. E. 
Vitamin B, entsprechen. / gy dieser Hefe wiirde also 3,57. BE. Vitamin B, 
enthalten. 

Man sieht hieraus, dai die elfmalige Umziichtung der Hefe auf 
synthetischem Nahrboden zu einer Abnahme des Vitamin B,-Gehalts 
gefiihrt hat. Der héhere Vitamingehalt der Ausgangshefe wiirde sich 
daraus erkliren, daB diese Hefe noch Vitamin B, enthalt, welches aus 
dem Nahrboden stammte. Da bei der weiteren Ziichtung iiber elf 
Passagen ginzlich vitamin-B,-freie Nahrbéden zur Anwendung ge- 
langten, war es den Hefekulturen nicht mehr méglich, schon vor- 
gebildetes Vitamin B, zu sammeln, sondern sie waren lediglich auf die 
eigene Vitamin B,-Synthese angewiesen. Da nach elfmaliger Um- 
ziichtung aber immer noch ein deutlicher Vitamin B,-Gehalt vorhanden 
war, mu die Fahigkeit der Hefe, Vitamin B, aus einfachen organischen 
Bestandteilen zu synthetisieren, als erwiesen angesehen werden. 

Zur Erklarung der Abnahme k6nnen einstweilen nur Vermutungen 
dienen. Verschiedene Griinde sprechen dafiir, daB der Abfall gleich 
in den ersten Hefevermehrungsstufen erfolgt und sich so ein gewisses, 
den konstant gehaltenen Ziichtungsbedingungen entsprechendes 
niedrigeres Niveau einstellt. 


II. Vitamin By- Bestimmung. 


Zur Darstellung der Ergebnisse der Untersuchungen auf Vitamin B, 
kann auf Wiedergabe der Kurven verzichtet werden. Es geniigt die 
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Wiedergabe der erzielten durchschnittlichen wéchentlichen Gewichts- 
zunahmen, welche in Tabelle V erfolgt ist. 


Tabelle V. Vitamin Bg. 





Dost Areal Wochentliche 1g enthilt 


Priiparat : > Mo Durchschnitts- biologische 
=e der Tiere zunahme in g Kinheiten 
: 7; | 75 10 3,56 13,3 
8 . 2. ‘ f » y nd © 4 
Ausgangshefe, 1. Ziichtung 100 10 5,30 oe 
by 2 96 a 
: at oe | i) 10 2,20 
Erntehefe nach 11 Passagen 100 10 3.8 10 


Das der Tabelle zu entnehmende Ergebnis der Versuche ist durchaus 
klar. Die Ausgangshefe hat eine etwas bessere Wachstumswirkung und 
damit einen etwas groBeren Vitamin B,-Gehalt besessen als die Ernte- 
hefe nach elf Passagen. Der Unterschied ist aber recht gering, wenn 
man bedenkt, daB® sich fiir die Ausgangshefe 13,3, die Erntehefe aber 
10 biologische Einheiten in 1g errechnen. Danach ist die Fahigkeit der 
Hefe, die Vitamine der Vitamin B,-Gruppe aufzubauen, sehr deutlich 
in Erscheinung getreten. 

Vergleicht man damit die Fahigkeit der Vitamin B,-Synthese, so 
erscheint diese nach den oben mitgeteilten Befunden geringer zu sein. 
Man k6énnte natiirlich auch annehmen, daB das organische Ausgangs- 
material zur Synthese von Vitamin B, weniger gut geeignet ist als 
zur Synthese der anderen Vitamine. 

Zusammengefabt zeigen die Ergebnisse, dafi auch nach elf- 
maliger Umziichtung auf vitaminfreien Nahrbéden Torula utilis noch 
immer Vitamin B, und B, enthalt. Dies kann nur durch Synthese 
dieser Vitamine erklart werden, es bleibt dabei dahingestellt, ob die 
Umziichtung auf dem vitaminfreien Nahrboden zu einer Schwachung 
der synthetisierenden Fahigkeit gefiihrt hat. Auf jeden Fall ist sie 
aber trotz allem deutlich vorhanden. 

Nachtrag: Die gleichen Hefeproben sind Herrn Dr. Pfitzer und 
Herrn Dr. Roth von der Landwirtschaftlichen Versuchsstation Lim- 
burgerhof der I. G. Farbenindustrie A.-G. zur Verfiigung gestellt worden, 
die in dankenswerter Weise die Untersuchungen mit rein chemischen 
Methoden durchfiihrten. Die Ergebnisse liegen, wie folgender Bericht 
zeigt, in der gleichen Richtung, wenn auch der Abfall der 11. Generation 
geringer erscheint: 

..Trockenhefe 1 (nach 1. Fiihrung): 

100 ¢ enthalten: 

0.19 mg Aneurin, berechnet als Aneurinchlorid-hydrochlorid 
und 2.66 mg Vitamin By. 














Synthese von Vitamin B, und B, durch die Hefe Torula utilis. 11 
Trockenhefe 2 (nach 11. Fiithrung): 
100 g enthalten héchstens: 
0.16 mg Aneurin und 
2.30 mg Vitamin By. 
Der Aneurinwert mit 0,16 mg diirfte etwas zu hoch sein. Trotz 
wiederholter Reinigung gelang es nicht, eine blaugriin fluoreszierende 


Begleitsubstanz abzutrennen.** 


Die Untersuchungen wurden mit Unterstiitzung durch den Reichs- 
minister fiir Ernahrung und Landwirtschaft durchgefiihrt. 














Uber den sog. ..Grundumsatz™. 
I. Mitteilung: 
..Grundumsatz* und Aminosiuren. 
Von 
Curt Oehme. 
(Aus der Medizinischen Poliklinik der Universitat Heidelberg.) 
(Eingegangen 22. Mai 1959.) 


Mit 16 Abbildungen im Text. 


Als eine Reihe verschiedener Stoffe, darunter auch Aminosiuren, 
auf antithyreotoxische Wirksamkeit am Gesamt- und Glykogenstoff- 
wechsel, sowie in bezug auf die Lebensdauer der Versuchstiere gepriift 
wurde, zeigte sich, wie andernorts bereits kurz mitgeteilt !, daB Glykokoll, 
abgesehen von seinem besonderen antithyreotoxischen Vermégen, bei 
langerer Verfiitterung von etwa 10 mg/100 g Tier taglich schon beim 
Normaltier (Meerschweinchen, Ratte, Kaninchen) allmahlich, im Laufe 
von 1 bis 3 Wochen, eine Senkung des Ruhe- Niichtern- (,,Grund-‘‘) Um- 
satzes herbeifiihrt. Auch von Alanin sind derartige Kurven bereits 
wiedergegeben worden. In vorliegender Arbeit soll iiber die seit einer 
ersten kurzen Mitteilung auf andere Aminosauren ausgedehnten Versuche 
an uber 300 Tieren berichtet werden. 


Methodik. 


Zur Fehlerbreite der stets mehrstiindig (2 bis 4 Stunden) — nur bei 
Kaninchen 6fters einstiindig — vorgenommenen O,- und C O,-Bestimmungen 
nach 12- bis l5stiindigem Hunger (Kaninchen 17 Stunden) in einer Benedikt- 
Apparatur mit Wasserthermostaten sei auf die friiheren Angaben und das 
Beispiel verwiesen*. Versuchstemperatur fiir Meerschweinchen 32°, fiir 
Ratten: 28°, fiir Kaninchen 25° als Indifferenztemperatur. In einer Reihe 
von Fallen wurden anfangs die Einzelversuche in Stundenwerten fraktioniert. 
Sie gaben eine befriedigende, haufig vollstindige Ubereinstimmung. Der 
Ausgangspunkt aller hier gebrachten Kurven wurde fiir jedes Tier durch 
drei bis vier Vorversuche an verschiedenen Tagen festgelegt, die unter- 
einander bis auf weniger als 1 % iibereinstimmen. Die CO,-Messungen 
haben eine noch geringere Fehlerbreite als die O,-Bestimmungen. 


Beispiel : 


12 Umsatzmessungen an zwei Meerschweinchen (450 bzw. 454 2), 
die wahrend 6 Wochen tiaglich 10 mg NaHCO, per os zugefiittert erhalten 


' Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 184, 568, 1937; Klin. Wochenschr. 
1936, S. 1770; 3. Frankfurter Konferenz f. med.-naturwiss. Zusammenarbeit. 
Chemie u. Physiologie des EiweiBes, herausgegeben von Felix u. Laibach. 
Steinkopff, Dresden 1938. Ferner: Vortrag in der Heidelberger Akademie 
der Wissenschaften. Juni 1938. — ? Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 184, 
560, 1937. 
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und in dieser Zeit ihr Gewicht nur um + 2.0 bzw. 2,4 °4 andern, ergeben 
folgende Mittelwerte und Standardabweichungen: 1. Meerschweinchen 250: 
4,087 g O, + 0,028 pro 24 Stunden und 100 g Gewicht, 4,055 g CO, + 0,019. 
2. Meerschweinchen 251: 4,14 g¢ O, + 0,03, 4,093 g CO, + 0,01 (siehe auch 
die Angaben iiber Fehlergr6Be in Abschnitt TX). 

Hierauf sowie auf den kurvenmafigen Ablauf der ganzen reversiblen 
Gesamtstoffwechselinderung tiber Wochen und Monate griindet sich die 
Berechtigung, etwaige Bewegungen der Tiere nicht zu verzeichnen. Die 
Metallbiichsen (bzw. Trommeln), in denen die Tiere in den Thermostaten 
versenkt werden, sind der KérpergréBe gerade bequem angepabt, gestatten 
aber keine Wendung, Seiten-, Vor- oder Riickwirtsbewegung. Nur ganz 
selten sind im Anfang Tiere mit weniger gut iibereinstimmenden Vor- 
versuchen wegen des Verdachts der motorischen Unruhe ausgesondert 
worden. Jedes Tier wurde stets zur selben Tageszeit untersucht und vor 
Beginn der Messung !/, bis 1 Stunde in dem einen der, wie beim Benedikt- 
Apparat der Klinik, doppelt aufgebauten Absorptionswege zur Einstellung 
auf die Versuchstemperatur im Leerlauf belassen, erst dann wurde bei 
befriedigend gleichmaBigem Spirometergang auf den MeBarm umgeschaltet. 
Die Versuche gelingen nur dann exakt, wenn die Wasserdampfspannungen 
so geregelt sind, dafi das Tier bei mehrstiindigem Aufenthalt im System 
praktisch weder durch Feuchtigkeit zu-, noch durch Wasserabgabe ab- 
nimmt (+ 1g). In den verschiedenen Jahreszeiten wurde auf eine an- 
naihernd gleichmaBige Temperatur (20 bis 22°) im Aufenthaltsraum im 
allgemeinen, besonders aber in der Nacht und in den Stunden vor dem Ver- 
such genau geachtet. Ausgedehnte Erfahrungen haben uns gelehrt, dafi 
bei unseren Versuchen diese Bedingungen, und nicht die im Sehrifttum 
viel besprochene Unruhe der Tiere, die GleichmaBigkeit ausschlaggebend 
beeinfluBten. Unter diesen Voraussetzungen sind die Kleintierversuche, 
iibrigens auch solche am Hund, die an anderer Stelle folgen, ganz bedeutend 
genauer und leichter reproduzierbar als kurzfristige am Menschen, da + 5 °,, 
im Kurvenverlauf noch kleinere Ausschlige, weit auBerhalb nicht nur 
der apparativen, sondern auch der biologischen Fehlerbreite fallen. Alle 
Versuche mit jeder einzelnen Substanz wurden mindestens stets doppelt 
an Tierpaaren (co) angesetzt. Bei den grundlegenden Fragestellungen, 
wie beim Glycin, Leucin usw., verfiigen wir natiirlich tiber vel mehr Einzel- 
versuche. Wo in den Kurven nur eine Tiernummer erscheint, hat der Ver- 
such am Partner immer praktisch dasselbe ergeben. — Futter fiir Meer- 
schweinchen und Kaninchen: Gemisch aus je 33°, Weizen, Hafer, Maisgelb, 
dazu Heu, Gelbriiben, Schwarzbrot, Wasser. 

Die benutzten Aminoséurepraparate stammen von den Firmen E. Merck, 
Hoffmann-La Roche, Schering, Nordmark-Werke {1 (+)-Leuein}] und 
Schuchardt-Gérlitz. Leucin, 1(-+)-Valin, 1(+-)-Glutaminsaure, 1 (—)-Oxy- 
prolin und d, l-Lysin wurden durch Messung des optischen Drehungsgrades, 
die anderen Aminosaéuren nur durch N-Bestimmung auf Reinheit nach- 
gepriift }. 

Alle Dosierungen beziehen sich, wenn nicht ausdriicklich anders be- 
zeichnet, auf 100g Tiergewicht. 

Der Raumersparnis halber werden die Ergebnisse der Beobachtungen 
nur in Prozenten des Anfangs-O,-Verbrauchs graphisch dargestellt, die stets 
mitgemessene CQO,-Produktion besagt an sich ganz dasselbe, liefert aber bei 
den Stoffwechselsenkungen regelmaBig um einige Prozente kleinere Aus- 


! Fiir die zur Verfiigung gestellten Mengen von Glykokoll und 1-Leucin 
danken wir den betreffenden Firmen. 
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schlage, worauf bei Besprechung des Verlaufs des respiratorischen Quo 
tienten zuriickzukommen sein wird !. 
I. Glykokoll. 
Wie aus den Kurven der Abb. 1, la, 2 und 3 hervorgeht, senkt 
Glyvkokoll bei peroraler oder intravenéser Verabreichung im Laufe von 
1 bis 3 Wochen bei Meerschweinchen, Ratten und Kaninchen bis tiber 
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Abb. 1. Meerschweinchen. Glykokoll. 
48 1.—45. Tag 6me Glykokoll/ 100 g. 221 u. 222 1.—101. Tag 10 mg Glykokoll/100 g 


153 1.—48. ,, 8,8,, » lw g Vv letzte Aminosiiuregabe. 





Abb. la. Meerschweinchen. 














Sx 173 1.—12. Tag 1,1 mg gefiittert/100 g ) Gly- 
ya 13.—37. ,, 1,1 ,, injiziert/100 g ; ko- 
Ss 38.—55. ,, 6,8 ,, a 100 g | kot 
r By = 179 ebenso behandelt, zeigt denselben Kur- 
a I a venverlauf. 
nik a fe Oe a 60 ~ Anderung der Aminosiiuregabe. 

age 


20°, den Grundumsatz-O,-Verbrauch. Der Vorgang vollzieht sich 
langsam und hat eine in den einzelnen Versuchen zwar recht verschiedene, 
immer aber auffallig lange Nachwirkung, die sich tiber Wochen er- 
strecken kann, wie besonders schén an Ratte Nr. 1 und Meerschweinchen 
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Abb. 2. Ratten. Glykokoll. 

1 1.—66. Tag 75mg Glykokoll/100 g, dazu 26.—39. Tag 0,2 mg Cu/100g¢ ( Acetat) injiziert, 
9 8 

Zz 1.—30. ,, 100 ,, ” 100g | gefiittert. 

3 eee) ae » [100g J 

Fiitterung: Kiichenabfalle. Vv letzte Aminosiiuregabe. 


' In der vorlaufigen Mitteilung Klin. Wochenschr. 1936, S. 1770 wurde 
angegeben, der respiratorische Quotient bleibe konstant. Es hat sich in- 
dessen als irrig erwiesen, die damals bereits vorhandenen kleinen Aus- 
schlige in den Bewegungen des respiratorischen Quotienten als unsyste- 
matische Streuungen anzusehen. 
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Nr. 48 zu sehen ist, bei denen nach 66 (bzw. 45) Tagen Glykokoll- 
fiitterung der Stoffwechsel noch bis iiber 20 (bzw. 8) Tage unter — 20% 
bzw. — 15%) bleibt, um erst dann zum Ausgangswert allmahlich 
zurtickzukehren. Die Reversibilitat ist nicht bei allen Tieren so voll- 
kommen wie in diesen Beispielen. Dies hat aber nur den Grund, dal bei 
der groBen Versuchszah! nicht immer ausgewachsene Tiere genommen 
werden konnten. 








-—< P = s . Te 
jatravend: nIobti } ] Abb. 3. Kaninchen. Glykokoll (Valin) 
| ~ ir tion ic Lyektion Obere Kurven: intravendse Injektion Glykokoll 
i \ \ | Lr IV 1.—53. Tag 30 mg, 54.—85. Tag 120 mg 
—_ = Vo 30mg Glykokoll, dazu 
ne —— J . 
' “ — Se 2 ,, Valin injiziert ab 54 .Tag, 
} | iat i $ wie 10 ,, = a YS i 
| 23 |e VIL 1.—56. Tag 10mg Glykokoll, 


KA on fittory) 57.—66. ,, 120 ,, *” : 
| | varies sears | Untere Kurven: Sondenfiitterung 
| - | | | Il 125mg, Tod durch Verletzung. 











c= VI 30,,, ab 58. Tag 120mg. 
D» | __ Nps #7 |p 97 Dosen pro 100g tiiglich. 
| a Anderung der Aminosiuregabe 
2 he oo Der 0-Punkt von IL ist aus zeichnerischen Griinden 
1 0D BD ww & Lv 1) YD KH auf den 5. Tag verschoben. 
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Denn in der langen Zeit [z. B. bei Meerschweinchen Nr. 221 und 222 
(Abb. 1) bis zu einem halben Jahr] fallt mit zunchmendem Wachstum 
und Gewicht der Stoffwechsel an sich schon allmahlich etwas ab. Wo 
das nicht zutrifft, wie bei Ratte Nr. 1 und Meerschweinchen Nr. 48, die 
wahrend der ganzen Versuchszeit nicht mehr an Gewicht zunahmen, 
ist auch die Riickkehr zum Ausgangswert innerhalb der Fehlergrenze 
vollkommen, wahrend Meerschweinchen Nr. 153, das von 341 auf 361 ¢. 
sowie Nr. 221 und 222, die von 373 auf 460 ¢ bzw. von 302 auf 401 ¢, 
oder Ratte Nr. 2 und 8, die von 153 auf 177 g bzw. von 180 auf 201 ¢ 
zunabmen, eine aus dem genannten Grunde scheinbar unvollstandig 
reversible Stoffwechselsenkung zeigen. Da die Grundumsatzhéhe bei 
diesen Kleintieren auBer von Gewicht, Oberflache usw. auch vom 
Alter abhangt (Benedict), ist die Beurteilung dieser Versuche nach 
einer allgemeinen Spezieskurve nur méglich, wenn man das Alter kennt, 
was fiir uns nicht erreichbar war. Selbst dann ziehen wir unseren 
umstandlicheren Weg, die StoffwechselgréBe jedes einzelnen Individuums 
vorher festzulegen, bei weitem vor. Die Kaninchen haben wahrend der 
Versuchszeit ihr Gewicht nicht geandert. 

Die GréBe des Ausschlags hangt natiirlich von der Dosierung ab. 
Bei Meerschweinchen und Ratte wird das Wirkungsmaximum mit 
etwas weniger als 10 mg/100 g taglich pro Tier erreicht ; ein Mehrfaches 
dieser Gabe, etwa 200 mg je Tier, d. i. etwa 60 bis 100 mg /100 g, leistet 
oft nicht mehr, zuweilen fiihrt es noch eine gewisse, im ganzen aber 
unbedeutende Vertiefung herbei. 

So hat Meerschweinchen Nr. 48 3 Monate nach dem in Abb. | auf- 
gezeichneten Versuch nochmals erst 14 Tage 5,5 mg, dann ebenso lange 
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36,3 mg/100 g Glycin erhalten, ohne da dabei eme Senkung von iibe 
15% eintrat. 
Bei einem anderen Meerschweinchen (Nr. 102) erfolgte nach 20tagige: 
Verabreichung von 42 mg/100 g eine Abnahme von nur — 10%. 
Meerschweinchen Nr. 89, das 7,1 mg/100 g erhielt, zeigte nach 46 bi- 
58 Tagen eine Senkung von 13°; am 59. Tage wurde abgesetzt, doc! 
erst zwischen dem 135. bis 139. Tag erfolgte die Riickkehr zum Ausgangs 
stoffwechselwert. Eine Wiederholung ab 157. Tag mit 44 mg/100 ¢ ergab 
nach 34 Tagen (191. Tag) wiedertum — 9%, reversibel mit — 1% am 
209. Tag. 
Meerschweinchen Nr. 130 und 131 zeigten bei je 200 mg taglich (d. i. 
57 bzw. 67 mg/100 g) in 32 bzw. 25 Tagen nur eine Senkung um — 8 bzw. 
12°. Der kurvenmaBige Verlauf stellt auch diese kleineren Ausschlage 
auBer allen Zweifel. 


Auch bei Kaninchen reichen 10 mg/100 g zu einem wesentlichen Teil 


des Gesamteffektes (Kaninchen Nr. 7 — 15°) aus, 30 mg/100¢ erzielen 
etwas mehr (Kaninchen Nr. 4 — 23%) und 120 mg/100 g, d.i. die recht 
hohe Gesamtmenge von 3,24 g Glycin im Tage, noch mehr, naimlich — 28 %. 


Auch diese Dosis wurde iibrigens gut vertragen. Intravenése Zufuhr be 
schleunigt vielleicht und verstarkt die Wirkung (siehe Kaninchen Nr. 5 
und 6: Meerschweinchen Nr. 173 und 179, Abb. la) ein wenig, im ganzen 
aber nicht bedeutend. 

An Kaninchen Nr. 7, das beim Ubergang von 10 bis 120 mg/100 g nur 
geringen Ausschlag zeigt, ist eine Beobachtungszeit von nur 9 Tagen fiu 
die Erscheinungen, von denen hier die Rede ist, zu kurz. 

Der allmahliche Eintritt der Reaktion, ebenso wie die lange Nach- 
wirkung, unterscheiden diese grundsatzlich von den bisher bekannten 
Kinfliissen der Aminosdéuren auf die Oxydation; mit der spezifisch- 
dynamischen Wirkung hat sie, abgesehen von der Richtung, auch 
deshalb nichts zu tun, weil die Messungen 12 bis 15 Stunden nach der 
letzten Nahrungsaufnahme erfolgen. Man kann noch langer, bei Kanin- 
chen und Hunden bis zu mehreren Tagen, hungern lassen, ohne dab 
sich am Ergebnis etwas andert!. Aus denselben Griinden gehért auch 
die ‘von Reinwein? beschriebene Umkehr der spezifisch-dynamischen 
Wirkung die Stoffwechselsenkung — unmittelbar nach wieder- 
holter Zufuhr von Hefenucleinsaure nicht in unsern Beobachtungskreis. 

Wenn die Zufuhr von Glykokoll u. U. solchen FEinfluB auf die 
Oxydationsvorginge im Ruhe-Niichternzustand gewinnen kann, ergibt 
sich die Frage, ob mit anderen Eingriffen in den Glykokollstoffwechsel 
Ahnliches zu erzielen ist. 

Tagliche Verfiitterung von glykokollreicher Gelatine (40 mg/100 g Tier) 
brachten bei zwei Meerschweinchen (Nr. 265, 266) im Laufe von 4 Wochen 
nur eine Grundumsatzabnahme von — 4 bis — 5 zustande. Wir werden 
aber noch sehen, dafBZ Aminosaéuregemische ganz andere Resultate als ihre 
einzelnen Komponenten ergeben, und daf insbesondere Oxyprolin und 


' S$. spitere Mitteilungen. 2 Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 152, 
142, 19380. 
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Arginin, die ebenfalls in Gelatine reichlich enthalten sind, den Glykokoll- 
effekt ganz aufzuheben vermégen. 

Entzug von Glykokoll mittels Benzoat zeitigt nicht etwa, wie vielleicht 
erwartet werden kénnte, am Gesamtstoffwechsel das Gegenteil der 
bisher beschriebenen Glykokollwirkung. 

Verfiitterung von 10 bis 20mg Natriumbenzoat (auf 100g) senkte 
in drei Versuchen den Stoffwechsel in einigen Wochen reversibel um 

- 7,6, — 11 und — 17%, spatere Gitykokollzulage (5 mg) vertiefte diese 
Anderung auf — 21° n weiteren 14 Tagen. Wurde von Anfang an 10 
oder 100mg Glykokoll neben 20mg Benzoat gegeben, so fiel der Umsatz 
nach etwa 3 Wochen um — 13,6 bzw. — 10°). 

Es ergibt sich also, da® Glykokollentzug den Grundumsatz nicht 
entgegengesetzt wie die Glykokollzufuhr beeinfluBt, und daB die Wirkung 
der letzteren durch Benzoatbeigabe innerhalb der gewahlten Mengen- 
verhaltnisse auch nicht ganz unterdriickt, sondern vielleicht nur etwas 
abgeschwacht wird. Die Frage bleibt noch griindlicher zu untersuchen. 


Il. | (+)-Leucin, | (—)-Tyrosin, d, l-Phenylalanin. 


Mit | (+-)-Leucin, | (—)-Tyrosin, und d,1-Phenylalanin laBt sich 
grundsatzlich das gleiche erreichen wie mit Glycin und Alanin!. Von 
sechs gleichartig verlaufenen Leucinversuchen gibt Abb. 4 nur drei 
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0 A Abb. 4. Meerschweinchen, 1(+ )-Leucin. 
O49 YS . a ere 
\ “ao 171 1.—30. Tag 1,5 mg injiziert, 
31.—40. ,, 8,5 mg injiziert/100 g. 
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wieder. Die intravenése Gabe erscheint an dem leider an Stallseuche ein- 
gegangenen Meerschweinchen Nr. 17] wieder etwas wirksamer. Bei zwei 
Ratten nahm wahrend der Zufiitterung von 15 bis 16 mg Leucin/100 g 
zur Kiichenabfallkost in 15 bis 20 Tagen der Grundumsatz-O,-Verbrauch 
um — 24 bzw. 20 %, ab. 

In einer kleinen Zahl von Versuchen mit Tyrosin sind bisher die 
Ausschlage kleiner. Die abgebildete Kurve (5) geht in 32 Tagen bis 
auf — 13,3°% herab. Zwei andere Meerschweinchen zeigen folgendes: 

Meerschweinchen Nr. 116, 428 g, 7 mg/100 g per os in 13 Tagen — 5%, 
vollig reversibel. Wiederholung mit 46,5 mg/100g vom 72. bis 99. Tag 

8,5%. Tod am 105. Tag unter Lahmungserscheinungen. 

Meerschweinchen Nr. 117, 350 g, 8,7 mg/100 g per os. 13. Tag — 3%, 
abgebrochen, reversibel. Wiederholung mit 46,5 mg 72. bis 88. Tag, 6%. 

2 Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 184, 568, 1937. 
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Tod am 88. Tag. Beide Tiere behielten ihr Gewicht, Verhalten ohne Besonder- 
heiten. Doch scheinen die hohen Dosen fiir den Tod verantwortlich. 

Phenylalanin senkt bei dem in Abb. 5 wiedergegebenen Versuch bis 
zu — 14%, in zwei weiteren am 24. Tag bis — 12 bzw. 8,8% (19. bis 
29. Tag). 

Im ganzen 1aBt sich sagen, daB von diesen aromatischen Amino- 
sduren der Stoffwechsel unter den gegebenen Bedingungen in geringerem 
Grade beeinfluBt wurde als von Glycin und Leucin, obschon mit diesen 
letzteren gelegentlich bei diesem oder jenem Tier auch keine gréBere 
Wirkung erzielt wurde. Ursachen dafiir s. spater. 

















10 -- 
—— Phenylolanin = ——— rosin Abb. 5. Meerschweinchen. dl-Phenylalanin 
0 —— ; 1-Tyrosin (Glykokoll). 
i AS — 7yg\ 148 1.—33.Tag 10mg Phenylalanin/100 g. 
-2\ Bee Se — | os i 34.—47. ,, 64 ,, * 100 g. 
| A a ee Isl] 1.—40. ,, 8,7,, Tyrosin/100 g, dazu 
a N. 33.—40. ,, 8,5,,Glykokoll/100 g abgebrochen , 
ed | rt } | Fae ae alles gefiittert 
y | \ 497 a Anderung der Aminosiiuregabe, 
wien 0 2 aw % 30 @ 8 Vv letzte Aminosiuregabe. 
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Nur eine Stichprobe mit je einem Versuch (Meerschweinchen) wurde 
mit glutaminsaurem Na und Cystein unternommen. Ersteres (10 mg pro 
100 g) anderte allmahlich den Umsatz bis zu — 8,5 % in 34 Tagen, 
letzteres (9 mg) ergab schon am vierten Tag eine Senkung um 6.8% 
ohne weitere Abnahme bis zum 26. Tag, nach 8 bis 10 Tagen erfolgte 
in beiden Fallen Riickkehr zum Anfangswert. 

Kombination mehrerer stoffwechselsenkender Aminosduren ergibt im 
allgemeinen keine gréBere Senkung als bei Einzelversuchen. 

Glyein und Leucin (je 7,5 bis 10 mg/100 g) senkten bei einem Meer- 
schweinchen um — 20% (15. Tag, abgebrochen), bei einem zweiten um 

10 % (22. bis 27. Tag), beim dritten um 20% am 17., und um — 33,7% 
am 21. Tag (!) (abgebrochen). Nach Eintritt der maximalen Senkung durch 
Glykokoll hinzugefiigtes Leucin bzw. Alanin verminderte in je einem Versuch 
den ©,-Verbrauch nicht weiter. Doch mu bei Meerschweinchen Nr. 181 
(Abb. 5) eine nach Zulage von Glykokoll (8,5 mg) einsetzende Beschleunigung 
und Vertiefung (— 30°.) der bereits durch Tyrosinfiitterung eingeleiteten 
Senkung (— 13,3) auf die spitere Beigabe zuriickgefiihrt werden. 


III. 1 (+)-Valin, Arginin, | (—)-Tryptophan, | (— )-Histidin, 
l (—)-Oxyprolin. 


Den bisher erwihnten Aminosauren stehen die in der Uberschrift 
aufgefiihrten in der Wirkung auf den Stoffwechsel bei gewohnlicher 
Fiitterung gegeniiber. Sie bewirken keine Senkung, sondern eine 
Steigerung des Grundumsatzs. 

Auch hier bedarf es bei im einzelnen etwas verschiedenem Verlauf 
einiger Zeit, bis das individuell wechselnde Maximum erreicht ist. 
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Siehe Abb. 6 bis 10. Der riicklaufige Kurvenast hat uns in diesen 
Versuchen nicht naher beschaftigt. 

Auch hier ist stets die Anderung im O,-Verbrauch gréfer als die- 
jenige der CO,-Bildung. Infolgedessen sinkt der respiratorische (uotient 
regelmapig etwas ab. Er bewegt sich also in beiden Fallen, bei der Ein- 
wirkung beider Gruppen von Aminosduren, den Grundumsatz senkenden 
wie den erhihenden, umgekehrt zur Anderung der Energieproduktion. 

Die Steigerung ist je nach der Aminosaure verschieden. Mit Arginin 
{bei 67 mg /100 g bis zu + 51,5°%, (+ 30,6°, CO.) in 14 Tagen (Meer- 
schweinchen Nr. 136, in der Abb. 7 nicht aufgefiihrt)|, auch mit Oxry- 
prolin, wurden im Durchschnitt starkere Zunahmen erhalten als mit 
Tryptophan; Valin und Histidin wurden in hoherer Dosis nicht versucht. 

Auf eine kleinere Dosis Tryptophan reagierten zwei Tiere (Meer- 
schweinchen Nr. 134 und 135) mit einer leichten Senkung, erst auf grobe 
Gaben folgte der Anstieg, meist aber nicht viel tiber + 10 bis 12°). 
Doch boten andere Tiere diesen Unterschied je nach Dosis nicht dar 
(s. spater). 

Mit Histidin liegen noch drei andere Versuche als die der Abb. 9 
vor (l0mg/1l00g). Zwei Tiere davon erreichten am 15. Tag einen 
maximalen O,-Verbrauch von + 12°,, am 21. Tag denselben ; das dritte 
Tier gelangte erst am 27. Tag auf + 11°, (+ 8,7°, CO,-Bildung). 

Die Steigerung durch kleine Oxyprolingaben (3 bis 10 mg) unter- 
scheidet sich von der durch groBe (65 mg) anscheinend weniger als die 
Reaktionsstairke von Tier zu Tier. Ein weiteres, in Abb. 10 nicht auf- 
gefiihrtes Meerschweinchen blieb bei 10 mg/100 ¢ taglich vom 32. bis 
46. Tage auf + 14 bis 15°, O.-Verbrauch (+ 11,6°, CO,-Bildung) 
stehen. 

Nur ein Versuch liegt bisher mit asparaginsaurem Natrium (7,6 mg 
pro 100 g) vor, der in 15 bis 26 Tagen zu einer Steigerung von + 15,5 
und + 18% fiihrte. 

d, 1-Lysin wurde bisher nur in der kleinen Menge von 5 mg 100 g an- 
gewandt und dabei zeigten sich bei Caseinfutter (7 bis 50°.) nur kleine, 
aber sichere, reversible Erhéhungen (5 bis 8 °%, im O.-Verbrauch). Uber 
diese Versuche, die noch nicht abgeschlossen sind, wird spater an anderer 
Stelle berichtet werden. 


IV. Kombination mehrerer Aminosduren. 

Es liegt nahe, die beiden Gruppen von Aminosiuren, die, welche 
senken, und diejenigen, welche erhéhen, zu kombinieren. Aus den 
Kurven (Abb. 6 bis 10) ergibt sich, daB es im Prinzip gelingt, die Wirkung 
einer umsatzsenkenden Aminosdure mit einer steigernden auszugleichen, 
wenn auch nur langsam unter Austasten der Dosis. 
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Bei Meerschweinchen Nr. 198 (Abb. 6) tiberwog bei Fiitterung mit 
10 mg Glyein + 5 mg Valin/100 g zunachst offenbar die steigernde Wirkung 
des letzteren; bei Verminderung der Zulage auf 2 mg Valin kam der Glykokoll- 
effekt deutlich heraus und iiberwog spater. Es bleibt unentschieden, ob 
hier nur eine Frage der Dosierung vorliegt oder nicht, vielmehr bzw. auch 
eine Folge zeitlicher Interferenz. Jedenfalls vermag aber Valin, wie Meer- 
schweinchen Nr. 172 beweist, eine vorher nur durch Glycingaben erzeugte 
Stoffwechselsenkung die bei intravenéser Zufuhr in diesem Beispiel 
sogar —- 32% betrug! nach einer Latenzzeit von 7 Tagen in weiteren 
10 Tagen zu beseitigen; in dieser Zeit wurde Glykokoll taglich weiter- 
vespritzt; eine geringe Uberkompensation am Ende wurde durch Verrin- 
gerung der Valindosis gerade ausgeglichen. (Vgl. Abb. 3 Kaninchen V.) 
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Abb. 6. Meerschweinchen. 1(+)-Valin, Abb. 7. Meerschweinchen. Arginin und Glykokoll. 
1(+-)-Valin und Glykokoll. 143, 144 Tod durch Pneumonie, 8,6 mg Arginin/100 g 
165 8,6mg Valin/100 g. gefiittert. 
172 8 mg Glykokoll gespritzt, 33.—57.Tag 208 10mg Arginin/100g gefiittert. 
7,3mg Valin dazu gefiittert. See Bw re 100g ‘ 
198 10 mgGlykokoll +5 mg Valin gefiittert, 154. Smeg Glykokoll/100 g, ab 48. Tag 8 mg Arginin 
ab 23. Tag nur 2mg Valin/100g. dazu gefiittert. 
63. Tag getétet. 206 8&meg Glykokoll/100g 10mg Arginin/100¢g 
a Anderung der Aminosiuregabe, gefiittert, ab 30. Tag nur 3 ,, 9 /100 g 
Vv letzte Aminosiuregabe. (neben Glykokoll). 
207 wie 206, ab 23.Tag zu 10mg Glykokoll nur 


3mg Arginin. 
A Argininzusatz. 

In ahnlicher Weise sind die Kurven der Kombinationsversuche von 
Glykokoll mit Arginin, Tryptophan, Histidin und Oxyprolin aus den 
Erlauterungen der Abbildungen zu verstehen. Die Latenz der Wir- 
kungen geht auch aus diesen Kurven zum Teil hervor, mag man nun 
erst mit der senkenden oder mit der steigernden Aminosaure beginnen, 
um den Gegenspieler nachher hinzuzufiigen. 

Z. B. reagiert Meerschweinchen Nr. 154 (Abb. 7) erst nach dem 60. Tage 
mit einem Anstieg auf Arginin (8 mg/100 g), das schon 12 Tage vorher, vom 
48. Tage an, wahrend der Glykokollsenkungsperiode tiglich dazu gefiittert 
wurde. Bei Meerschweinchen Nr. 206 und 207 ist die Arginin-, bei Nr. 200 
und 201 die Oxyprolindosis anfangs ohne Zweifel zu groB, um dem gleich- 
zeitig gegebenen Glycin die Wage zu halten, ihre Herabsetzung bringt 
dann erst nach langerem Hochbleiben des Umsatzes die Senkung, die bei 
Meerschweinchen Nr. 200 dann stark tiberwiegt und durch Steigerung der 
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Oxyprolinmenge wieder riickliufig wird (Abb. 10). Ob die an sich kaum 
starker erhéhenden groBen Oxyprolindosen zur Unterdriickung eine 
groBere Glycinmenge erfordern, ist noch nicht untersucht. DaB die Ein- 
stellung nicht genau auf der Nullinie erfolg;, diirfte auch hier, wie sicher 
beim Meerschweinchen Nr. 223 (Abb. 8), das Glykokolltryptophanzulage 
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Abb. 8. Meerschweinchen. Tryptophan, Tryptophan und Glykokoll. 
134 1.—a. Tag 6,7 mg, 9.—34. Tag 44mg Tryptophan/100 g. 
135 1.—8. , 9,4 , 9—37. ,, 62, ~ 100 
145 9,2 mg Tryptophan. 
146 8,5 ,, ” 


176. Tag 10mg Glykokoll, auBerdem 


223 =1.- 
100.—113. Tag 5 mg Tryptophan, 
114.—171. ,, 10 ,, “~ a 
172.—176. ,, 20 ,, aa 


; av Anderung der Aminosiiuregabe. 
Die nicht véllige Riickkehr zum Anfangswert hat ihren Grund in der inzwischen 
erfolgten Gewichtszunahme von 320 auf 420g 
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Abb. 9. Meerschweinchen. Abb. 10. Meerschweinchen. 
Histidin, Histidin und Glykokoll. Oxyprolin, Oxyprolin und Glykokoll 
168 8,9 mg Histidin gefiittert bis 20. Tag. 139) 9. - : 
iH oO 
209 10 mg Glykokoll +10 mg Histidin ge- 140) > mg Oxyprolin/100 g. 
fiittert, 183 3 


ab 28.Tag nur 2mg Histidin (mit 
10mg Glykokoll), 
ab 42.Tag nur 5mg Histidin (mit 
10mg Glykokoll), 
58.Tag munter, getétet. 
Va Anderung bzw. Beendigung der 
Aminosiiuregabe. 


» Glykokoll+5 mg Oxyprolin/100 g ge- 
fiittert, 
ab 9. Tag 10mg Glykokoll 
prolin/100 g gefiittert, 
ab 46.Tag 10mg Glykokoll + 5mg Oxy- 
prolin/100g gefiittert. 
201 wie 200 10 mg Glykokoll+5 mg Oxyprolin ... 
ab 32.Tag 10 mg Glykokoll+2,5 mg Oxyprotin 


200 10 


2,5mg Oxy- 
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erhielt, an dem Stoffwechselabfall wahrend des Wachstums liegen, wie schon 
erortert. Die Nachwirkung von Tryptophan allein dauerte bei Meerschwein- 
chen Nr. 134 trotz hoher Dosierung (44 mg/100 g) nur 4 Tage. 

Auch die Wirkung der stoffwechselsteigernden Aminosiuregruppe 
hat der ganzen Reaktionsweise nach trotz der vorhandenen Richtungs- 
gleichheit mit der spezifisch-dvnamischen Wirkung nichts zu tun. 


V. Toxizitat. 

Obwohl die negativen wie die positiven Ausschlage beider Amino- 
siuregruppen wegen des zeitlichen Reaktionsverlaufs und der Inter- 
ferenzerscheinungen nahe miteinander zusammenzuhangen scheinen, 
fesselte uns doch die Senkung des Grundumsatzes zunachst am meisten. 

In erster Linie ist hier festzustellen, ob es sich nicht einfach um die 
Folge einer Schadigung des Organismus im ganzen oder einzelner Organe 
handelt, die den O,-Verbrauch vermindert. 

Schadigungen verschiedener Art, besonders in Nieren und Leber, 
durch fortgesetzte Fiitterungen oder Einspritzungen einzelner Amino- 
siuren sind u. a. von Newburgh und Marsh!, besonders austiihrlich von 
Sullivan, Hess und Sebrell?, sowie histologisch von Lillie® an Ratten 
beschrieben und untersucht worden. 

Von den zuletzt genannten Forschern wurden die Aminosaéuren zu 
einem synthetischen Futter mit 4° Casein zugelegt, und zwar in Mengen 
von 2,5 bis zu 20°. Dabei zeigten die einzelnen Aminosiéuren eine ver- 
schiedene Toxizitat und einige, wie Tyrosin und Cystin, erzeugten bereits 
bei 2,5 bzw. 5% Zusatz ein markanteres Vergiftungsbild; gemeinsame 
Verabreichung beider hebt einen Teil der Erscheinungen wieder auf. Lysin 
und Tryptophan rufen bei 20°, Zulage parenchymatise Leber- und Nieren- 
schaden hervor, hingegen erzeugt Glycin bei 10% Zusatz nur eine Zunahme 
des abgelagerten Leberfettes und ist, wie auch Glutaminsiéure, viel weniger 
toxisch. 

Wie man sieht, handelt es sich bei diesen Giftwirkungen um Amino- 
siuremengen, welche die in unseren Versuchen benutzten weit tiber- 
steigen. Wenn wir auch gelegentlich zur Untersuchung einer Wirkungs- 
steigerung bzw. des Maximums bis zu 100 und 125 mg/100 g Tiergewicht 
verwendet haben, sind unsere maBgeblichen Resultate doch mit 10 mg 
pro 100 ¢ Tiergewicht und weniger erhalten worden, was bei 20 ¢ durch- 
schnittlicher Tagesfutteraufnahme einer 200g schweren Ratte im 
Vergleich mit den Angaben von Sullivan einen Aminoséurezusatz von 
1 pro Mille bedeuten wiirde. 

Nach Newburgh und Marsh lassen Glycin, Alanin, Leucin, Phenyl- 
alanin und Glutaminséure bei langerer Darreichung von 200 mg/100 g 
Korpergewicht einen Nierenschaden nicht erkennen. Die Stoffwechsel- 


' Arch. Int. Med. 36, 682, 1925. 2 Public Health Reports Vol. 47, 
S. 75, Washington 1932. 3 Ebenda, 8. 83. 
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senkung durch Glycin und Leucin ist aber oben schon bei 20fach ge- 
ringerer Dosierung deutlich nachgewiesen worden. Arginin und Aspara- 
ginsaure sind nach den Genannten mild nephrotoxisch, wahrend Lysin, 
Histidin, Tyrosin, Tryptophan und Cystin, letzteres besonders, aus- 
gesprochenere Schadigungen verursachen. 

Die schadlicheren Aminosduren gehéren also vorwiegend unserer 
stoffwechselsteigernden Gruppe an, auch diese aber wirken so erst bei 
héherer Dosierung als der von uns im allgemeinen gebrauchten. Beein- 
trachtigungen der Tiere sind am gesamten Verhalten, an der Nahrungs- 
aufnahme und an der Beschaffenheit des Harns, der haufig auf Eiweif} 
und krankhafte Formbestandteile untersucht wurde, nicht zu beob- 
achten gewesen. 

An dem in den Kurven verzeichnetem Absterben der Meerschweinchen 
Nr. 139 (Abb. 10), das 65 mg Oxyprolin/100 g, Nr. 134 und 135 (Abb. 8), 
die 44 bzw. 62mg/100g Tryptophan taglich peroral erhielten, kénnen 
modglicherweise diese ziemlich hohen Gaben der betreffenden Aminosaéuren 
Anteil haben. Toxische Symptome wurden bis kurz vor dem Tode nicht 
bemerkt, eine Stallseuche ist hier bakteriologisch nicht ausgeschlossen, die 
Sektion ergab aber keine Klarung und da die Frage in bezug auf die Wirkung 
viel kleinerer Dosen, insbesondere bei der stoffwechselsenkenden Gruppe, 
fiir uns vordringlich war, lag zunachst kein Grund fiir eine nahere Unter- 
suchung vor. Bei den toxischeren Aminoséiuren: Tryptophan, Histidin und 
Oxyprolin sind die kleinen Dosen, unter 10mg/100 g, von uns bevorzugt 
worden, sie reichen zur Kompensation der Glykokollsenkung, wie die 
Kurven erweisen, auch aus. Mit Cystin haben wir weiter noch nicht ge- 
arbeitet. 

Alle iibrigen Tiere haben die verabreichten Stoffe sehr gut ver- 
tragen. Da die Nierenverainderungen bei den toxischen Aminosaure- 
wirkungen im Vordergrund stehen, haben wir auBerdem diese Organe 
an 17 Tieren, die Glykokoll oder Leucin mehrere Wochen bis zu 88 Tagen 
in steigender Dosis von 10 bis 60 mg/100g taglich, zum Teil beide 
gemeinsam, injiziert erhalten hatten, histologisch untersucht ; auch nach 
Histidingabe (7,5 mg 100 ¢) wurde untersucht, und der Pathologe, 
Herr Prof. Schmincke, dem wir dafiir vielen Dank sagen, hat uns be- 
statigt, daB nur gelegentlich leichte nephrotische Ziige im histologischen 
Bilde nachweisbar sind, die im ganzen aber nicht iiber den Befund an 
Kontrolltieren hinausgehen. Diese Befunde steigern sich auch nicht 
gleichlaufend mit der Dosis innerhalb dieser Grenzen, wenn wir auch 
zuweilen den Eindruck hatten, das hohe Gaben beider Aminoséiiuren 
gleichzeitig nicht ganz so gut wie die geringeren vertragen werden. Die 
Unschadlichkeit der gew6hnlich verwendeten kleineren Clykokolldosen 
aber stimmt ja auch mit den Erfahrungen bei klinischer Benutzung 
desselben an Kranken iiberein, bei denen die Dosis von 10 mg /100 ¢ 
Koérpergewicht, d.i. etwa 7g pro Mensch und Tag, ja oft und lange 
um ein Mehrfaches iiberschritten worden ist. 
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Es ergibt sich also alles in allem, zumal in bezug auf die Stoff 
wechselsenkung durch Aminosauren, die Auffassung, daB die Amino 
sduren bereits in durchaus physiologischen Mengen die beschrieben 
Wirkung entfalten und dap, insoweit sie hier im reguldren Eiweipstof; 
wechsel als solche und nicht in Peptid form zur Resorption gelangen, analoy: 
Wirkungen auch vom EiweiBumsatz auf den Energiehaushalt anzunehmen 
sind. 


VI. Erndhrungslage. 


Um die Frage zu kliren, welche Beziehung diese Auswirkungen de: 
Aufnahme einzelner Nahrungsbruchstiicke auf den Gesamtstoffwechse! 
zu den gewohnlichen Vorgangen bei der Ernaihrung haben, kénnen 
mehrere Wege gewahlt werden. 


Man kann die gleichzeitigen Veranderungen anderer Stoffwechsel- 
gr6Ben messen, was fiir Aminosauren und ihre Gemische, z. B. in bezug 
auf ihre Ausscheidung im Harn oder ihren EinfluB8 auf den Stickstoff- 
wechsel, schon oft geschehen ist. Wir haben zunachst untersucht, ob 
und wie sich die Beobachtungen, welche bei einer gemischten und 
gleichmaBigen, in den Einzelheiten aber nicht genau bekannten Er- 
nahrungsart gemacht wurden, bei planmaBigem Wechsel der Futter- 
zusammensetzung gestalten. 


Es hat sich dabei gezeigt, daB die Wirkung der einzelnen Amino- 
siuren auf den Grundumsatz von der Art der Nahrung abhangig ist, 
und zwar scheint ein besonders wichtiger Faktor der eigene Gehalt des 
Futters an der betreffenden Aminosaure zu sein, deren Zulage in be- 
stimmter Menge den Grundumsatz verandert. 

Je vier Ratten sind auf eine Kost gesetzt worden, die in der ersten 
Gruppe dem gemischten Kiichenfutter entsprach, wie in den friiheren 
Rattenversuchen, in der zweiten, dritten und vierten aber gleichmaBig zu- 
sammengesetzt war aus 


25,0°% Weizenschrot (1,24°, N), Zulage: 

10,0% Vollmilehtrockenpulver, fiir Gruppe 2: 46° techn. Casein 
5,2% Butter, (Kost Ia), 

7,5% Zucker, fiir Gruppe 3: 46% Fischmehlpulver 
2,0% Hefe, (Kost Ib), 

2,0% Lebertran, fiir Gruppe 4: Fleischpulver 

0,8% NaCl, (Kost Ie). 


15% Caco,, 
und Zulage. 


Die Kostformen sind also etwa gleich eiweiBreich, enthalten aber ver- 
schiedenartig aufgebaute Eiwei8k6rper. Die Stoffwechselbewegung der vier 
Tiere in den einzelnen Gruppen war jeweils grundsiatzlich gleich, deshalb 
ist zur Deutlichkeit in den Abb. 11 und 12 nur ein Teil eingezeichnet : 
Kurven der mit Kiichenabfall gefiitterten Rattengruppe siehe Abb. 2, 
Ratten 1 bis 3. 
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Abb. 11. 
. 46%ige Fischmehlkost. 17,5 mg Glycin. Ab 41. Tag (nicht mehr ygezeichnet) 


16.5mg Tryptophan zu Glycin hinzugefiittert. 62. Tag Albumenreaktion +. Keine 
Zylinder. 76. und 82. Tag Stoffwechsel auf —14,7% yehoben; ab 84. Tag statt 
Tryptophan 16mg Valin zu Glycin hinzugefiittert. Albumenreaktion negativ, 
90. Tag — 11,6 % abgebrochen. 


. Bis 40. Tag wie Ratte 25 (— 25%). Dann 17 mg Leucin hinzugefiittert. 53. Tag 


— 30,4%. 58. Tag tot. Albumenreaktion +. Sektion kein Befund. 


. 46% ige Caseinkost. 1. bis 40. Tag 23mg per os. 41. bis 70. Tag dasselbe injiziert ; 


bei voller Gesundheit getétet. Histologisch leichte Nephrose siehe Text. 

wie Ratte Nr. 31, auch in der Zunahme der Senkung beim Ubergang zur subcutanen 
Injektion. 48. Tag —29,8%. 50. Tag, Tod durch Infektion, sehr groBe Milz. Niere 
ohne Befund. 

und 36. 46 %ige Fleischpulverkost. 17mg Glycin; beide gesund, abgebrochen. 
Kiichenabfallfutter. 1. bis 66. Tag 15,5 mg Glycin per os, Nach Absetzen Wieder- 
anstieg bis auf —5% am 104. Tag (siehe Abb. 2). 


Ratte Nr. 26, 30 in der Abbildung. nicht eingezeichnet 
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Abb. 12 


. 46 %ige Fischmehlkost. Bis 26. Tag 16 mg |-Leucin, taglich injiziert, 27. bis 53. Tag 


16mg Glycin (ohne 1|-Leucin) injiziert, munter. 
wie Nr. 27. 18,5 mg l|-Leucin injiziert, 14. Tag + 1%, 20. Tag + 2,4°%, Tod am 
24.Tag. Harn leichte Albumentriibung, histologisch leichte Nephrose. 


2. 46 %ige Caseinkost. Bis 32. Tag 20 my l|-Leucin, taglich 32. bis 38. Tag 9,4 mg 


l-Leucin injiziert, 41. Tag munter. Getétet. Nieren ohne Befund. 
wie Ratte Nr. 32. Bis 25. Tag 19,5 mg l-Leucin injiziert, 26. bis 47. Tag 9,1 mg 
Il-Leucin gefiittert. 


. 46 %ige Fleischpulverkost. Bis 27. Tag 23 mg |-Leucin, tiglich injiziert, abgebrochen, 


munter. Harn ohne Befund. 
wie Nr. 38. Bis 33. Tag 15,8 mg l-Leucin injiziert, abgebrochen, munter. 


. Ktichenabdfallfutter. 16mg 1-Leucin taglich gefiittert. 


wie Ratte Nr. 39. 15 mg I-Leucin getiittert. 10., 15., 21. Tag : — 13,7, — 24,0, — 23.8 %. 
Beide abgebrochen, munter. 


50. Kost If siehe Text, 7 °/,)ige Caseinkost- Bis 54. Tag 10 mg |-Leucin 


Ratte Nr. 28 u. 40 in der Abbildung nicht eingezeichnet. 
Uberall Dosisangaben pro 100g Tier 
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Glykokoll senkt den Grundumsatz in der besprochenen Weise wie 
bei Kiichenabfallfutter, das fleischarm ist, auch bei Casein und Fisch- 
mehInahrung, hingegen nicht bei Fiitterung mit Fleischpulver (46°). 
Beiliufig sei zur Ergainzung des friiher Gesagten auf die Vertiefung bzw. 
Beschleunigung der Senkung aufmerksam gemacht, die eintritt, sobald 
bei den Ratten Nr. 31 und 30 (Caseinfutter) von der peroralen zur 
subeutanen Glycineinverleibung tibergegangen wird. Hingegen findet 
bei der Fleischpulverkost durch Glykokoll eine allmahiiche Steigerung 
des Grundumsatzes statt. Glykokoll verhalt sich unter diesen Er- 
nihrungsbedingungen ganz wie die Aminosduren unserer bisherigen 
zweiten Gruppe. Dieses Einteilungsprinzip in zwei Gruppen je nach 
Stoffwechselsenkung oder -steigerung ist mithin durchbrochen, es gilt 
nur fiir die ganz bestimmten Fiitterungsweisen aller im Vorausgehenden 
berichteten Versuche, bei Ratten fiir die hiesige Kiichenabfallfiitterung. 

Nun ist bemerkenswert, daB Casein und nach Abderhaldens An- 
gaben, die Brecht und Grundmann bestitigen, auch Fischfleisch recht 
arm an Glykokoll ist. 

Nach alteren Angaben soll Casein gar kein Glykokoll enthalten!. 
Brecht und Grundmann2 finden in Casein (Hammarsten) 0,5 bis 0,6 °%, 
was mit der Angabe von Patton? iibereinstimmt. Im Fischfleisch weisen 
sie 0,16 bis 0,17 °4, im Rindfleisch 0,66 °%, Glycin nach, auch letzteres 
in Ubereinstimmung mit Patton. Es berechnet sich danach der Glykokoll- 
gehalt der Fleischpulverkost (46°) zu 4,00 %%, des Caseinfutters (46 %,) 
zu 0,226 °,, des Fischmehlfutters (46°) zu 0,417 °% Glykokoll. Glutein 
und Gliadin aus Weizenschrot enthalten ebenfalls nur sehr wenig 
Glykokoll. 

Hiernach scheint zwischen der Richtung, in der sich die Zufiitterung 
des Glykokolls auf den Grundumsatz auswirkt, und dem Gehalt der Vor- 
ernahrung an der betreffenden Aminosaure eine Beziehung zu bestehen, 
insbesondere scheint bei reichlicherem Vorhandensein derselben in der 
Kost die Zulage der gleichen Substanz den Energieverbrauch zu erhohen, 
hingegen zu erniedrigen, wenn das Futter wenig davon enthalt. 

Weitere derartige Versuche lehren, daB tagliche Zulage von 4 mg 
pro 100 g Glykokoll zu einer Kost mit 25 (XI) oder 50°, (XII) Fleisch- 
pulver5 den Grundumsatz in 14 Tagen nicht verandert, anschlieBende 


1 Mitchell u. Hamilton, The Biochemistry of the amino acids. The 


Chemical Catalogue Comp. New York 1929. — ? Diese Zeitschr. 302, 42, 
1939. 3 J. of biol. Chem. 108, 267, 1935. — 4 Auch Abderhalden findet 


es darin nur eben nachweisbar. Nova acta Leopoldiana. Neue Folge 3, 
Nr. 17, Sitzg. 13. Dezember 1935, Halle. — ® Kost XI: 25 % Trockenfleisch- 
pulver, 5% Lebertran, 6% Schweinefett, 4% Salzgemisch, 60% Kartoffel- 
stirke, B,-Komplex (Konzentrat I. G. Farben) zweimal 0,4 cem (1: 4 ver- 
diinnt) pro Woche; Kost XIT dasselbe, aber 50°, Fleischpulver und 
35° Kartoffelstarke. 
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Darreichung von 13 mg ihn bei der 25°, igen Fleischnahrung in 30 Tagen 
um + 7,8% Os (+ 5.8%, CO,: Ratte Nr. 116), bei der 50° igen um 
+ 12% O. (+ 64°, CO.: Ratte Nr. 119) erhéht. Nach Eintritt des 
Gleichgewichts treibt eine Verdeppelung der Glycinzufuhr (26 mg 
tiglich) vom 47. bis 63. Versuchstag den Umsatz bei der Kost mit 50°, 
Fleischpulver noch auf + 13,4°%, (10,8°,) hinauf, bei der Kost mit 
25% tritt jedoch keine weitere Erhéhung ein. Bei letzterer brachten 
auch 90, 180 und 360 mg im Tage (bis zum 110. Tag) keine Anderung. 
Man erreicht also eine Grenze, doch miissen diese quantitativen Ver- 
haltnisse noch an einer gr6Beren Anzahl von Tieren verfolgt werden. 


Wenn diese Auffassung richtig ist, so miiBte eine glykokollarme 
Kostform, bei der Glycingaben den Grundumsatz vermindern, durch 
steigende Zulagen in eine solche mit den Eigenschaften der glykokoll- 
reichen in bezug auf die Glykokollwirkung umgewandelt werden kénnen. 
Bei unseren ersten Versuchen an Meerschweinchen und Ratten mit 
Kiichenabfallnahrung lieB eine Steigerung der Glykokollzufuhr auf das 
Sechs- bis Siebenfache (60 bis 70 mg 100g) keine solehe Umkehr des 


Einflusses auf den Umsatz erkennen (s. oben 8. 15/16). Fiigt) man 
aber Glykokoll steigend dem 50° igen Caseinfutter (Kost Vx. 
s. unten) zu Ratten Nr. 120 und 121, deren Kurven wir aus Raum- 


ersparnis nicht wiedergeben —, so tritt zundchst Senkung ein und bei 
einer Gabe von 30 mg 100 g erreicht der Stoffwechsel am 15. bis 20. Tag 
ein Gleichgewicht von 18 bis 19% O. (— 12,8% CO.): an- 
schlieBende Verdoppelung der Glycinzufuhr andert dies kaum (22. bis 
43. Tag), bei Verdreifachung hebt sich der Stoffwechsel aber schon nach 
2 Tagen langsam wieder und stellt sich zwischen dem 64. und 73. Tage 
auf ein neues Gleichgewicht von nur — 11 % O, (— 7,6 bis — 8% CO.) 
um. Glykokollzufuhr bis zu 150 mg (76. bis 88. Tag), 250 mg (88. bis 
100. Tag) und selbst 500 mg (101. bis 111. Tag) auf 100 ¢ Tiergewicht 
wird nun aber nicht mit Zunahme des Wiederanstiegs beantwortet. 
Es wird also auch hier eine Grenze erreicht, wie in den obigen Glykokoll- 
versuchen bei Fleischnahrung, noch ehe der Ausgangswert (ohne Glyko- 
kollzulage) wiedergewonnen ist. Danach muB angenommen werden, da} 
noch andere Momente als das Mengenverhdltnis der Aminosdure in der 
betreffenden Nahrung zur GréBe der Zulage den Reaktionsausschlag am 
Gesamtstoffwechsel mitbestimmen. 


Das Ergebnis der analogen Versuche mit l-Leucin scheint die ge- 


wonnenen Anschauungen zu sttitzen (Abb. 12). Im Casein ist die Leucin- 
fraktion betrachtlich, nach dem Schrifttum etwa 9,35 °,,, im Muskel- 
eiwei} des Kabeljaus betragt sie nach Abderhalden (1. ¢.) 94°). im 
EiweiB des Ochsenmuskels nach alteren Angaben, die wahrscheinlich 
zu niedrig sind, mindestens 3,2°%,. Bei allen drei Futterarten senkt 
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l-Leucinzusatz, in der vorliegenden Kombination, den Grundumsat 


nicht, im Gegensatz zu unserer Kiichenkost, die wir ebenso wie die vegeta 
bilische Fiitterung der Meerschweincben und Kaninchen als knapp ar: 
EiweiB einschatzen miissen. 

Bei den Fischmehlversuchen an den Ratten Nr. 27 und 26 wurde 
nach 4 Wochen mit Leucinzulage eine Periode mit Glycinbeigabe zur 
Kontrolle der beiden in den Abb. 11 und 12 wiedergegebenen Versuchs 
reihen angefiigt : der Grundumsatz erniedrigt sich prompt. 


Diese Versuche von 1936/37 (mit Kost La, Ib, Ic, s. oben) wurden 1 Jah: 
spater mit der Absicht wiederholt, die Wirkung der beiden Aminosauren 
bei vereinfachten Kostformen, ohne Weizenschrot, Vollmilehtrocken 
pulver und Hefe, mit quantitativ abgestuftem Caseingehalt genauer kennen 
zulernen. Die Kostzusammensetzung war folgende: 

Kost III, IV, V: 9, 25 bzw. 50,0% Casein, 
80, 64 bzw. 29,0% Kartoffelstarke (0,15% N), 

4,5% Schweinefett, 

0,5% Baumwollsamendl, 

2,0% Lebertran, 

4,0% Réhmann-Salz', 
dazu je 50 y Vitamin B, und B, taglich gesondert gefiittert (kein B,-Komplex, 
s. Anm. 5, 8S. 26); je zwei weiBe Ratten fiir Jede Kost. Glykokoll verringerte 
hier wiederum einheitlich den Grundumsatz (— 12 bis — 22%). Die 
quantitativen Unterschiede folgen nicht dem Caseingehalt des Futters und 
entziehen sich vorerst der Analyse. Bei allen ging aber auch auf l-Leucin- 
zulage im Gegensatz zu den friiheren Versuchen (Abb. 12, Ratte Nr. 32, 33) 
der Grundumsatz herunter, bei der Gruppe mit 50% Casein bis zu — 16 
bis — 20%! Dieser unerwartete Ausfall erforderte eine dritte Reihe, da die 
Futterarten auBer in der Caseinstaffelung auch in einigen anderen Punkten 
mit der Caseinkost des Vorjahres nicht iibereinstimmten. Fiir dieses 
Ergebnis schienen zwei Momente, in erster Linie der Fortfall des Weizen 
schrotes und der Hefe, verantwortlich zu sein, wodurch ein Mangel im B,-Kom 
plex bei den Kartoffelstarkekostformen gegeben sein konnte. Die neuen 
Tiere bekamen deshalb folgendes Futter: 


Kost IX bzw. Ix: 10 bzw. 50% Casein, 

75 bzw. 35% Weizenschrot (1,73°, N), 

5% Lebertran, 

6% Schweinefett, 

4% Osborne-Mendel-Salz, 

taglich je 50 y Betaxin und Lactoflavin, 

0,4 cem B,-Komplexkonzentrat (0,725 mg N 
Kost VIII bzw. Va: 10 bzw. 50% Casein, 

75 bzw. 35% Kartoffelstarke (1.73% N), 

5% Lebertran, 

6% Schweinefett, 

4% Osborne-Mendel-Salz, 

tiglich je 50 y Betaxin und Lactoflavin, 

0,4 cem B,-Komplexkonzentrat (0,725 mg N). 


1 Ca-Phosphat 10%, sek. Phosphat 37%, NaCl 20%, Na-Citrat 15%, 
Mg-Citrat 8%, Ca-Lactat 8%, Ferricitrat 2,0%. 
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Das B,-Konzentrat war im Wachstumsversuch wirksam. Nach FEin- 
stellung des Stoffwechsels wurde 13 bis 14 mg ]-Leucin per os gegeben. 

In Tabelle I sind die Ergebnisse zusammengestellt. Des weiteren 
wurden nochmals zwei Ratten mit genau der gleichen 46° igen Casein- 
nahrung (mit 25% Weizenschrot'!, Kost la) wie im Vorjahre in den Versuch 
eingesetzt. Das friihere Ergebnis wurde durchaus bestatigt: /-Leucin senkt 
unter diesen Fiitterungsbedingungen den Grundumsatz nicht*, JaBt man aber 
die 25% Weizenschrot aus der Kost fort, so senkt es trotz der groBen Leucin- 
fraktion des hohen Caseingehalts. Die Rattenpaare der Tabelle I zeigen nun, 


Tabelle I. 
10 % Casein, 75 % Weizenschrot (Kost IX) oder Kartoffelstarke (Kost VIII). 





Anderung 
des O»- 
Ver- 
brauchs 
in J, 


Vor Mit 
1-Leucinzulage 1-Leucinzulage 


Ratte Nr. 112, Weizenschrot, O, in ; (0,0) 4,36 (+- 0,034) 2,8 
CO, » 8 (0,0) 5,00 (0,0) + 2,0 


ee 4,5 (0,0) 4,69 (0,0) 
19 


CO, . 


1. 29 
(0,0) (5,25 (0,0) + 1,15 


Ratte Nr. 110, Kartoffelstarke, O, in 5,10(+0,017) 4,42 (+ 0,028) 13,3 
‘Oy » & 5,65(£0,01) | 5,10(+0,01) 9,7 
O, ing 5,14(40,016) 4,30(+0,033)  — 16.2 
CO, » g 5,65(+0,02) 4,95 (0,0) — 12,2 


50 % Casein, 35 % Weizenschrot (Kost Ia) oder Kartoffelstarke (Kost V a). 


Ratte Nr. 108, Weizenschrot, O, ing 4,84(+ 0,013) 4,88 (+0,044) + 0,8 
CO, ,, ¢ 5,40(£0,02) 5,40 (10,02) 0 

109 Oo » 4,55 (+ 0,024) 4,606(+ 0,049) + 1,2 
CO, ., g¢ 5,14 (0,0) 5,15 (0,02) 0 


Nr. 106, Kartoffelstarke,O, ., g 5,16(+ 0,04) 4,22 (+0,014) — 18,2 
COe ss 5,69 (0,00) 5,01 (+0,01) — 11,8 

107 Oe x 6,88 (4. 0,086) | 4,54 (10,024) — 14,7 
CO, .. g 5,86(£0,02) 5,26 (10,01) — 10,2 


Ratten, alle Tiere etwa 240g schwer, Gewicht konstant. O,-Verbrauch 
und CO,-Bildung in 24 Stunden je 100 g Tiergewicht. Mittelwerte aus drei 
Messungen vor und vier Messungen nach Eintritt der maximalen Leucin- 
wirkung am 20., 26., 30., 35. Tag der Leucinfiitterung. Wo keine Senkung, 
sechs bis sieben Messungen zwischen dem 12. und 35. Fiitterungstag. 
daB der Ersatz des Weizenschrotes durch Kartoffelstarke (35 baw. 75%) fiir 
die Umkehr der Reaktion bei niedrigem (10%) wie hohem (50%) Caseingehalt 
den Ausschlag gibt, nicht die Vervollstindigung des Futters im Vitamin B,- 
Komplex, den alle Gruppen erhalten haben. Der Grundumsatz erniedrigt 
sich bei den kartoffelstarkehaltigen, weizenschrotfreien Nahrungen mit 10°, 


1 Diesmal mit 1,73 ¢% N. 2 Hier wurde nur 10 mg |-Leucin /100 g 
per os gegeben, nicht wie bei Ratten Nr. 32 und 33 19 bis 20 mg gespritzt. 
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wie mit 50°, Casein durchschnittlich in demselben Mae (— 13 bis — 18° 
des O,-Verbrauchs). Nun enthaiten zwar Gliadin und Glutein des Weizen 
schrotes eine nicht unbedeutende Leucinfraktion (nach Literaturan. 
gaben 6°); diese bleibt aber erheblich hinter der Leucinfraktion eine) 
50 °Digen Caseinkost zuriick, auch wenn das Futter zu 75 ©, aus Weizenschrot 
besteht, da dieses ja nur einen N-Gehalt von 1,73, aufweist. Wenn nicht 
in den Isomeren der Leucinfraktion selber der Unterschied begriindet sein 
sollte !, was zu untersuchen bleibt, kénnen nur andere, unbekannte Faktoren 
fiir die Reaktionsanderung auf |-Leucinfiitterung nach dem Austausch von 
Weizenschrot gegen Kartoffelstairke in Betracht kommen. Mehr noch als 
bei den Glykokollversuchen, deren Ergebnis vom Glykokollgehalt der Kost 
beeinfluBt zu werden schien, treten also hier bei der Leucinwirkung be 
sondere Eigenschaften der Nahrung hervor. 

Ein Blick auf die Ausgangslage des Stoffwechsels in Tabelle | 
scheint zu ergeben, dai der Grundumsatz bei den Kostformen mit 
Weizenschrot im Mittel tiefer liegt als bei denen mit Kartoffelstarke 
vor der Senkung durch |-Leucin. Doch bewegt er sich bei zwei gleich- 
schweren Tieren (Abb. 12) und Kost Ia (46°, Casein, 25° Weizen- 
schrot) ganz in derselben Héhe wie bei den mit Kartoffelstarke ge- 
fiitterten Ratten der Tabelle I. Wir wissen freilich bereits aus mehr- 
jahrigen Versuchen am Hund, die bald an anderer Stelle erscheinen, dal} 
in der Tat eine Voraussetzung fiir die Grundumsatzsenkung durch Zu- 
fiitterung einer Aminosdure der ersten Gruppe eine durch die Erndhrungs- 
art bedingte relativ hohe Lage des Grundumsatzes ist. Doch laBt sich 
dies aus den hier mitgeteilten Rattenexperimenten nicht ableiten, auch 
bei gleich schweren Tieren nicht, weil ihr Alter nicht bekannt ist. 
Auch ist ein hoher Grundumsatz, wie nach allem Gesagten  selbst- 
verstandlich ist, keine eindeutige Voraussetzung fiir die Méglichkeit 
einer solchen Grundumsatzerniedrigung. Denn geht man z. B. bei 
einer Ratte von Kiichenabfallfutter, bei dem Glykokoll- oder |-Leucin- 
zulagen den Grundumsatz senken, auf eine der Fleischpulverkost- 
formen iiber, so steigt der Grundumsatz schon durch diesen Kostwechsel 
an und die beiden Aminosduren senken den Grundumsatz nicht mehr. 
sondern erhéhen ihn noch in mit der Dosierung zunehmendem Make. 


VII. Tryptophanfreie Erndhrung. 
Es fragt sich nun, wie diejenigen Aminosauren wirken, welche wir 
bisher in der sogenannten Gruppe 2 als nur steigernd kennenlernten, 
wenn man eine Kostart wihit, in der sie nicht oder nur sehr spdrlich ver- 


treten sind. Hierzu eignet sich das 7'ryptophan, da sich ein tryptophan- 
freies Futter leicht herstellen laBt. 


' Anmerkung bei der Korrektur: Es wurde inzwischen festgestellt, dab 
| (+)-Isoleucin in der gleichen Dosierung bei Kost VIIT und V « den Umsatz 
ebenso senkt wie | (+ )-Leucin. 
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Das benutzte Rattenfutter bestand nach der Vorschrift von Hopkins’, 

Berg und Rose?, Alcock*® aus: 
Kost VII: 9,0° hydrolysiertem Casein 4, 

9.0%, Zein, 
5,0°% Lebertran, 
15,0% Schweinefett, 
15,09 Zucker, 
0,3% Cystin, 
2,0% Agar, 
40,7°, Kartoffelstarke, 

dazu B-Vitamine wie friiher. 

Junge Ratten zeigten bei dieser Kost Wachstumsstillstand, der 
durch Beigabe von 2 x 10 mg Tryptophan im Tage aufgehoben wurde. 
Fiir Mitarbeit bei Herstellung dieser Kost sei den Herren Dr. Bentz, 
Grundmann und Weber gedankt. 

Werden ausgewachsene Ratten auf dieses Futter gesetzt, so zeigt 
der Stoffwechsel folgendes: Bei Ubergang von Kiichenabfallfutter zu 
tryptophanfreier Ernahrung nimmt der Grundumsatz ein wenig ab 
(3 bis 4°). Die Zulage zu diesem Futter von 10 bis 30 mg Tryptophan 
pro 100 g — eine Menge, die bei jungen Tieren das Wachstum gut in 
Gang bringt und, wie wir gesehen haben, bei Kiichenabfallfiitterung 
den Umsatz um 10 bis 20° erhéht senkt den Stoffwechsel nicht, er 
bleibt vielmehr gleich (Abb. 13 bis 15). Bei 30 mg ist im O,-Verbrauch 
schon eine ganz geringe Steigerung eben angedeutet, nicht aber in der 
CO,-Bildung, bei 50 mg ist diese Steigerung deutlich zu sehen, wie aus 
dem weiteren Verlauf hervorgeht. Zur Kontrolle wurde zunachst fest- 
gestellt, dafi Glykokoll bei dieser Kost den Stoffwechsel senkt, und 
zwar fallt der O.-Verbrauch um — 13% ab. Dies war zu erwarten, da 
Zein kein Glykokoll enthalt. Ein anschlieBender Kombinationsversuch : 
Glycin + Tryptophan ergibt nun, da8, um die Senkung durch Glycin 
riickgingig zu machen, die bei Kiichenfutter zu gleichem Zwecke im 
Versuch 223 (Abb. 8) verwendete Anfangsdosis von 10 mg Tryptophan 
auch bei 5 Wochen langer Fortsetzung hier nicht geniigt; erst div 
gropere Gabe von 50 mg/100q Tryptophan stellt die Stoffwechselhihe, dic 
Glycinwirkung kompensierend, im Laufe von etwa 4 Wochen gerade wieder 
auf ihren Ausgangswert bei dem Kiichenabfallfutter ein, worauf sie sich 
auch in weiteren vier Beobachtungswochen konstant erhalt. Dab 
die Kiichenabfallkost, die wegen ihrer unregelmaBigen Zusammen- 
setzung schwer analysiert werden kann, im Durchschnitt wesentlich 
mehr Tryptophan als Glycin enthalt, wie es dem Ergebnis dieser letzten 
Fiitterungsperiode entsprechen wiirde, stimmt mit den friiheren Fest- 

1 J. of Physiol. 35, 88, 1906/07. — ? J. of biol. Chem. 82, 479, 1929. 


3 Biochem. J. 27, 755, 1933. 4 Hierbei wird nach Patton, Brecht and 
Grundmann zur volligen Entfernung des Tryptophans Benzaldehyd zugesetzt. 
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stellungen bei Kiichennahrung tiberein, insofern bei ihr Tryptophan 


nur steigert, Glycin nur senkt. 


Das Resultat wurde an den Ratten Nr. 103 und Nr. 104 er- 


hartet. 
verlauft zuerst wie bei Ratte Nr. 102, d. h. 
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Abb. 15. Ratte Nr. 104. 


Der Versuch mit diesen Tieren bei tryptophanfreier Kost 


Tryptophanzulagen er- 
hé6hen hier den Stoff- 
wechsel nicht. 

Der sehr geringen Zu- 
nahme im Q,-Verbrauch 
bei Steigerung der Tryp- 
tophandosis von 10 auf 
30 mg /100 g, die wiederum 
wie bei Ratte Nr. 102 aus 
der Kurve hervorzugehen 
scheint, entspricht kein 
Anstieg in der CQ,-Bil- 
dung; diese bleibt kon- 
stant. 

Ratten Nr. 103 und 
104 wurden dann am 
57. bzw. 70. Tag auf 
Kiichenabfallfutter  ge- 
setzt, um den Wirkungs- 
unterschied des Trypto- 
phans zu demonstrieren. 

Nach Einstellung auf 
die urspriingliche Hohe 
vor der tryptophanfreien 
Kost (in der Abbildung 
weggelassen) steigt bei 
Ratte Nr. 103 nach Zu- 
lage von 10 mg am 
25. Oktober und von 
30 mg Tryptophan am 
5. Dezember der Stoff- 
wechsel dauernd bis zu 
4,70 g O (+ 29,0 %) und 
4,85¢ CO, (+ 19,6%) 
und bleibt bis zum 
28. Januar 1939 in vier 
Messungen konstant. 


Ratte Nr. 104 erhielt bei Kiichenabfallfutter ab 20. Oktober eben- 





falls 10 mg Tryptophan taglich. Der Stoffwechsel steigt von 3,93 g Ov, 
4.18 g¢ CO, auf 4,33 g O. (+ 11%), 4,50 g CO, (4- 7.5%) am 11. und 
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17. November; nach Zulage von 10 mg Glycin ab 18. November neben 
fortgesetzter Tryptophangabe sinkt er wieder auf den Ausgangswert 
von 3,93 g Ov, 4,22 g COs, in vier Bestimmungen vom 20. Dezember 1938 
bis 24. Januar 1939. Es ist also hier zuletzt dieselbe Stoffwechselkompen- 
sation zwischen den beiden Aminosduren wie bei Ratte Nr. 102 erzielt 
und nur das ,,Gleichgewicht“ von oben her eingestellt worden. Wahrend 
aber im ersten Falle, Ratte Nr. 102 bei tryptophanfreier Kost, die 
Senkung durch 10 mg Glycin nicht durch 10, sondern erst durch an- 
nihernd 50mg Tryptophan aufgehoben wurde, kompensierten im 
zweiten Falle bei Kiichenfutter 10 mg Glycin gerade die hier durch 
10mg Tryptophan bereits eingetretene Erhéhung. 

Es sei nochmals betont, daB 10 bis 20 mg 1-Tryptophan etwa der 
Dosis entsprechen, welche eine junge Ratte taglich zum Wachstum benotigt. 
In der entsprechenden Grépenordnung liegt die Menge, welche eine 
erwachsene Ratte taglich verarbeiten kann, ohne daB es sich im Energies 
wechsel bemerkbar macht; wird mehr gereicht, so erhdht sich der Grund- 
umsatz. 

Zusammenge fast ergeben also die Versuche mit |-tryptophanfreier 
Ernahrung: Tryptophan vermag auch dann den Ruhe-Niichternstoff- 
wechsel nicht zu senken, wenn es im Futter nicht enthalten ist. Es verhalt 
sich hierin als Reprasentant der zweiten Aminosiuregruppe anders als 
diejenigen der ersten, als deren Vertreter wir das Glykokoll genau 
untersucht haben. 

Hierin ist nach dem jetzt erreichten Wissensstand das unter- 
scheidende Merkmal zwischen beiden Gruppen zu sehen, d. h. allgemeiner 
gefaBt darin, daf Aminosdiuren der Gruppe 1 (Glykokoll usw.) Stoff- 
wechselsenkung oder -erhihung in der charakteristischen Weise je nach der 
Nahrungszusammensetzung, auszulésen vermégen, wobei der Gehalt der 
Nahrung an der betreffenden Aminosdure eine gewisse Rolle spielt, wihrend 
die der Gruppe 2 (Tryptophan usw.) eine Senkung des Stoffwechsels 
iiberhaupt nie zustande bringen, vielmehr ihn bis zu einer gewissen Menge 
zugefiihrt gar nicht beeinflussen, wenn die betreffende Aminosdure in der 
Kost an sich fehit, oder aber jenseits dieser Dosis ihn nur erhihen. 

Hingegen ist die urspriinglich aufgestellte Unterscheidung der 
beiden Gruppen, je nachdem ob der Grundumsatz in der beschriebenen 
Verlaufsform erhéht oder erniedrigt wird, fiir uns nicht mehr maBgeblich 
und dient nicht als Gruppierungsmerkmal. Dieser Tatbestand hatte 
sich ja nur im ersten Angriff ergeben, als bei den zufalligen Kostformen 
der kleinen Nager im Laboratorium untersucht wurde. Systematischer 
Wechsel in der Ernahrungsweise aber zeigte, da diejenigen Amino- 
siuren (Gruppe 1), die zuniachst den Stoffwechsel nur senkend zu 
beeinflussen schienen, unter anderen Bedingungen imstande sind, ihn 
in der Richtung umzukehren. Aber der Gruppe 2 geht auch unter 
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diesen Bedingungen das Senkungsvermégen ab. Dies erscheint nunmehr 


als das Wesentliche. 

Zwar war diese erste Ordnung in zwei Gruppen nach einem nicht 
haltbaren Prinzip erfolgt, hat aber trotzdem die weiteren Versuchs- 
anordnungen geférdert. 

Zur ersten Gruppe hatten wir Glykokoll, Alanin, | (-+-)-Leucin, 
1(—)-Tyrosin, d,1-Phenylalanin, 1(--)-Glutaminsaéure, zur  zweiten 
1 (+-)-Valin, Arginin, Histidin, Tryptophan, | (—)-Oxyprolin, d, l-Lysin 
gerechnet!, 

Es fallt nun sofort auf, daB diese zweite Gruppe fast ausschlieBlich 
Aminosduren einbegreift, die der Kérper nicht bilden kann. Auch Arginin 
ist nach Rose2 mindestens partiell so zu beurteilen. Nur |-Leucin und 
Phenylalanin, die ebenfalls zu den unersetzlichen [indispensable (Rose)| 
Aminosauren gehéren, stehen falsch. Denn tiber Oxyprolin haben wir 
inzwischen ermitteln kénnen, daB wir es, wiederum infolge der 
Zufalligkeiten in der Nahrungszusammensetzung, falsch eingereiht 
haben. Seine Zufuhr ist bekanntlich zum Wachstum nicht erforderlich, 
der K6érper synthetisiert es. Wie steht es nun mit seiner Stoffwechsel- 
wirkung am Erwachsenen unter dem nach unseren bisherigen Ergeb- 
nissen aufgestellten Kriterium ? 


VIII. Oxyprolinfreie Kost. 

Die auf Abb. 10 gezeigte starke Stoffwechselsteigerung durch schon 
ziemlich kleine Dosen Oxyprolin bei gewohnlicher Fiitterung  ver- 
schwindet ganz bei oxyprolinfreier Kost. Dazu wurden teils 15 °/, Casein 
(Kost VI), teils 18° SojaeiweiB? (Kost XV) benutzt. 


Kost VI (Ratten Nr. 100, 101). Kost XV (Ratten Nr. 122, 123). 
15,0% Casein, 18,3% SojaeiweiB (10,05% N), 
0,3 °% 1-Cystin, 0,3% 1-Cystin, 

5,0% Lebertran, 5,0°%, Lebertran, 

15,0% Schweinefett, 15,0% Schweinefett, 

15,0% Rohrzucker, 15,0% Rohrzucker, 

43,7°%, Kartoffelstarke 40,7 % Kartoffelstarke, 

2,0% Agar, 2,0% Agar, 

4,0% Salzgemisch, 4,0% Salzgemisch, 

Vitamin B, und B, wie friiher. Vitamin B, und B, wie friiher. 


Casein enthalt nach Waldschmidt-Leitz4 und Akabori, SojaeiweiB 
nach Kapfhammer® und Spérer kein Oxyprolin. 


1 Anmerkung bei der Korrektur: Uber den Wirkungsunterschied optisch 
Isomerer, inzwischen am Valin untersucht, wird demnachst berichtet. — 
2 Physiol. Rev. 18, 109, 1038. — * Wir danken fiir Uberlassung den 
Troponwerken Dinklage & Co., KéIn-Miilheim. — ‘ Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 224, 186, 1934. — 5 Ebenda 187, 84, 1930. 
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Die Stoffwechselreaktion auf Oxyprolinzu- 
lagen ist in beiden Fallen verschieden. 
Bei Caseinfutter (s. Tabelle Il) bewirken 10 mg 
Oxyprolin/100 g nur eine geringfiigige Senkung 
von rund 2%, auf die, obwohl sie die Streuung 
iiberschreitet, kein Wert gelegt werden kann; 30 mg 
Oxyprolin andern nichts weiter. In der Vorperiode 
nimmt beim Ubergang von Kiichenfutter zur oxy- 
prolinfreien Kost VI der O,-Verbrauch um etwa 
6% zu. 

Die mit 18 °%, SojaeiweiB gefiitterten Ratten 
(Nr. 122, 123) hingegen (Abb. 16) zeigen schon 


etwas 


auf 3mg Oxyprolin einen 
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- 16% Os ( . 8,5 bis S8 a Le 
— 10% CO,) in 28 Ta- §§ ie 
° . SS 
gen, ein Betrag, der in a  _—1 
den nachsten 10 Tagen z - Jage 


wieder auf 12 bis 
— 13% zuriickgeht und 


durch Steigerung der Oxyprolinzufuhr auf 10mg 


Abb. 16. 


nicht vertieft wird. Auch der Versuch die oxy- 
prolinfreie Kost durch weitere stufenweise Zu- 
lagen von Oxyprolin (15, 50, 100, 150, selbst 
300 mg im Tag je 10 Tage lang) gewissermaBben 
in eine oxyprolinreiche umzuwandeln und da- 
durch 
es friiher 


Stoffwechselerh6hung zu erzielen, wie 
mit Glykokoll beschrieben wurde 
und teilweise auch gelang (s. S. 27), verlauft 
bei beiden Tieren ganzlich negativ ; die Lage des 
Umsatzes bleibt unverandert wie in den 
letzten Werten der Abb. 16, kehrt aber nach 
Absetzen des Oxyprolins und Ubergang zur ur- 
spriinglichen Kiichenkost langsam im Laufe von 
zwei bis drei Wochen zu diesem Ausgangswerte 
zuriick, der sich tibrigens von der Stoffwechsel- 
gréBe bei dem Sojafutter XV (ohne Zulage) 
nicht unterscheidet. Neue Kontrollratten hin- 
gegen erhéhten, wie oben von Meerschweinchen 
bereits mitgeteilt (Abb. 10), bei taglicher Gabe 
von 3 mg Oxyprolin ihren Umsatz reversibel in 
ungefihr 20 Tagen auf + 14 bis 7% O, 
(+ 1l und + 13% CO,). 

Die Erklarungsméglichkeiten des verschie- 
denen Ausschlags bei oxyprolinfreier, aber ver- 


so, 


Kost VI (Casein). 
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schiedener Kost sind jetzt nicht zu erértern. Als Hauptergebnis er- 
scheint, daB sich Oxyprolin jedentalls durch die Stoffwechselsenkuny 
bei oxyprolinfreier SojaeiweiBkost in unsere erste Aminosiuregrupy: 
einretht, sich also in der Wirkung auf den Gesamtstoffwechsel so verhilt, 
wie andere vom Organismus synthetisierbare Aminosduren. Die Voraus- 
setzung der Versuchsanordnung, daf der Mangel der betreffenden 
Aminosaure allein zur Umsatzsenkung durch ihre Zulage fiihre, ist 
jedoch, weil die Reaktionsumkehr durch Beseitigung dieses Mangels 
ausbleibt, nicht eindeutig bewiesen. Wie in den Versuchen mit Gly- 
kokoll und Leucin, haben auch hier noch andere Faktoren des 
Nahrungsgemisches am Reaktionsausfall mindestens Anteil. 


Die hier versuchte Gegeniiberstellung verschiedener Aminosauren 
in ihrem EinfluB auf den Energiewechsel kann nur eine durchaus vor- 
laufige sein. Die Zahl der untersuchten Glieder ist vorerst noch zu klein. 


AuBerdem ist aber auch eine genaue Parallelitat zwischen zwei auf 
Grund ganz verschiedener Prinzipien getroffenen Unterscheidungs. 
weisen gar nicht zu erwarten. Nur ist es wahrscheinlich, daB im Bau- 
stoffwechsel, beim Wachstum, sich offenbarende besondere Eigenschaften 
von Nahrstoffen sich auch im Energieumsatz irgendwie ausdriicken 
werden, und die Vermutung geht dahin, die ersteren zum Teil auch 
noch im erwachsenen Organismus in AuBerungen des Energieumsatzes 
wiederfinden zu kénnen. Da dieser letztere ja aber das ganze weitere 
Schicksal der eingefiihrten Stoffe im Betrieb- und Leistungsstoffwechsel 
mit einschlieBt, so wird der Gesamtstoffwechsel nicht in der gleichen 
Weise die Verwendungsarten der Nahrungsbausteine im Ersatzstoff- 
wechsel in Analogie zu den Verhaltnissen des Baustoffwechsels im 


Wachstum dessen energetische Verhaltnisse iibrigens unter diesem 
Gesichtswinkel noch nie untersucht sind —- wiederspiegeln kénnen. 


Denn in ihm ist auch das ganze weitere Schicksal der einzelnen Amino- 
siiuren im Koérper nach Erfiillung der Erfordernisse von Wachstum oder 
Ersatz mit einbegriffen. Dazu kommt, daB dieser Anteil des Eiweibstoff- 
wechsels quantitativ viel gréBer ist. Die Beseitigung eines Uberschusses, 
die Benutzung zu besonderen, durch gleichzeitige Ernahrungsweise oder 
andere Umstande eingeleiteten Reaktionen — dies und vieles andere, 
was mit der Bildung und Erbaltung der Gewebe gar nichts zu tun zu 
haben braucht —, wird den EinfluB mitgestalten, den irgendeine Stoff- 
zufuhr auf die Lage der Gesamtoxydationen ausiibt. ]-Phenylalanin z. B.., 
das im Gegensatz zum ersetzbaren Tyrosin, in das es im Korper tiber- 
gehen kann [aber nicht umgekehrt (Rose)], fiir das Wachstum uner- 
laBlich ist, kénnte schon durch diesen Umweg itiber Tyrosin aus der 
Regel herausfallen, deren Giiltigkeit am Ruhe-Niichternstoffwechsel 
wir fiir die unentbehrlichen Aminosaiuren vermuten. Die Frage kann 
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iibrigens unter gewissen Voraussetzungen gepriift werden, wenn Kost- 
formen von bekanntem Gehalt an Phenylalanin und Tyrosin angewandt 
werden. 

Trotz dieser Schwierigkeiten ist die Problemstellung weder unklar 
noch muBig, schon deshalb nicht, weil sie induktiv durch die Beob- 
achtung auffalliger RegelmaBigkeiten gewonnen wurde. Ihre Durch- 
fiiirbarkeit und Leistungsfihigkeit zu priifen, ist die Aufgabe der 
kommenden Arbeiten. In ihnen werden auch die Beziehungen zum 
Stickstoffumsatz zu erértern sein. 


IX. Das Verhalten des respiratorischen Quotienten. 

Wie schon erwahnt, verlauft der respiratorische Quotient gegensatz- 
lich zu den Anderungen: Senkungen oder Steigerungen der Grundumsatz- 
oxydationen, d.h. er steigt an bei Absinken, fallt ab bei Zunahme der 
Knergieproduktion. Wir haben unsere Ergebnisse immer nur in pro- 
zentualen Anderungen des O,-Verbrauchs dargestellt und aus Raum 
ersparnis nur teilweise und nebenbei, nie in den Kurven, die COs- 
Bildung mitgeteilt, die, wie betont, immer um einige Prozente, und 
zwar nach beiden Richtungen, hinter den Anderungen des Os-Ver- 
brauchs zuriickbleibt. Absichtlich wurde eine Umrechnung in Kalorien 
unterlassen. Da nun die mit dem Verlauf des respiratorischen Quotienten 
verbundene Anderung des kalorischen O.-Wertes rechnerisch die Energie- 
produktion beeinfluBt, sei hier der Hinweis angefiigt, daB sich dadurch 
erwartungsgema die Kalorienbildung beim Grundumsatz nur um einen 
irrelevanten Betrag andert. 

Beispiel: 

1. Ratte Nr. 102 (330g) (Abb. 13) senkt unter Glykokollwirkung den 
O,-Verbrauch um — 11,7%. Elf Bestimmungen vor Glycinfiitterung er- 
gaben: 341,85 (- 2,36) cem O, pro Stunde und Gesamttier. Respiratorischer 
Quotient 0,8037 (-+ 0,006). Berechnet! 0,4946 Kalorien pro Stunde und ! 
Tier. — Dasselbe Tier (330 ¢) im Maximum der Glykokolldepression acht 
Bestimmungen (110. bis 148. Versuchstag): 301,61 (-- 1,64)c¢em O, pro 
Stunde; Respiratorischer Quotient 0,8363 (-+ 0,0061). Berechnet 0,4400 
Kalorien pro Stunde und,Tier, d.i. Abnahme der Kalorienproduktion um 

11,04°% (gegen — 11,77°% Senkung des O,-Verbrauchs). 

2. Kaninchen Nr. 7 (2200 g) (Abb. 3). Vorperiode drei Bestimmungen. 
1075,9 (+. 0,0) ecem O,-Verbrauch pro Stunde; respiratorischer Quotient 
0,7287. Berechnet 2,27 Kalorien pro kg und Stunde. In der Glykokoll- 
depression 13. bis 55. Tag acht Bestimmungen. Mittel: 911,7 (+ 4,92) cem O,; 
respiratorischer Quotient 0,7426 (+ 0,0018).  Berechnet 1,938 Kalorien 
prokg und Stunde, d. i. Abnahme um 14,64), (gegen — 15,26 %, Senkung 
des O.-Verbrauchs ). 


1 Unter Annahme von 15°, Eiweifbeteiligung am Stoffwechselkalorien- 
O,-Wert nach E. Krauss, Lehrb. d. Stoffwechselmethodik, S. 359. Leipzig, 
Hirzel, 1928. 
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Die Anderungen des respiratorischen Quotienten kénnen nicht un 
mittelbar von den relativ kleinen Mengen zugefiitterter Aminosauren her- 
riihren, was ja auch mit ihrem Richtungswechsel gar nicht in Einklang 
zu bringen ware. Daraus folgt, dab die Veranderungen der Gesamt- 
oxydationen von einer Verschiebung des Verhaltnisses begleitet sind, 
an der sich die Hauptenergietrager beteiligen, in erster Linie also Kohien 
hydrat und Fett. Da® die damit verbundene Anderung ihres Gehalts 
im Korper auch ihre noch etwas umstrittene, wechselseitige Umwandlung 
und Bildung einbegreift, ist bei moderner Ausdeutung der GréBe des 
respiratorischen Quotienten sehr wahrscheinlich. An den schon seit 
mehreren Jahren laufenden Versuchen am Hund wird u.a. demniichst 
auch gezeigt werden, daf unter analogen Bedingungen wie in der vor- 
liegenden Arbeit der respiratorische Quotient durch Zufiitterung kleiner 
Aminosiuremengen sogar wesentlich iiber 1,0 hinaufgetrieben werden 
kann. Nach Angaben in den besprochenen toxikologischen Arbeiten ver- 
mag Zusatz von 10%, Glykokoll zu einer Grunddiat die Fettablagerung in 
der Leber histologisch erkennbar zu vermehren!, Einen Anhaltspunkt, 
daB einzelne Aminosauren auf die Fiillung der Kohlenhydratstapel, ins- 
besondere der Leber, EinfluB gewinnen kénnen, und zwar nicht nur im 
alten Pfliigerschen Sinne der Stofflieferung, brachte fiir das Tyrosin kiirz- 
lich Bickel? bei. Ubrigens ist die zum Teil neuroendokrin vermittelte 
Wirkung von EiweiBabbauprodukten und Aminosauren auf das Leber- 
glykogen altes physiologisches Wissensgut?, doch erschépft die einfache 
Einteilung in glukoplastische und aglukoplastische Aminosiéuren?# nicht 
die von den Bedingungen abhangigen biologischen Wandlungsméglich- 
keiten, die sich in unseren Versuchen offenbaren und natiirlich auch in die 
intermediaren Stoffwechselvorginge hinein verfolgt werden miissen. 


Xx. 

‘ Dis bisherigen Ergebnisse sollen im Rahmen dieser Arbeit noch 
durch die kurze Mitteilung folgender Ergainzungsversuche beleuchtet 
werden. Es tauchte natiirlich schon friih im Laufe der Untersuchungen 
die Frage auf, ob auch Spaltstiicke anderer Nahrstoffe eine ahnliche 
Wirkung auf den Grundumsatz zeigen kénnen wie die Aminosiuren. 

Wochenlange Kontrollversuche mit T'raubenzucker, milchsaurem 
oder brenztraubensaurem Na, Palmitinsdéure (Na), Glycerin, NaHCO, 
(s. o. 8. 12) (stets 10 mg/100 g) an Meerschweinchen verliefen ganzlich 
negativ. Auch Olsdure ergab nur kleine Stoffwechselsenkungen nahe 


' Lillie, Public Health Reports 47, 92, 1932. 2 Deutsche med. 
Wochenschr. 1939, 8.53. — * Z. B. Tschannen, diese Zeitschr. 59, 202, 
1914, u.a. — * Siehe O. Neubauer in Handb. d. norm. u. path. Physiol. 


von Bethe, Bergmann, Embden, Ellinger, 5, 826, 1928. 
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der Fehlergrenze, Cholin (5 mg/100 g) jedoch einen deutlichen rever- 
siblen Ausschlag (— 18 °,). 

Hingegen rufen Gilycerinaldehyd, hexosediphosphorsaures Natrium 
(Candiolin) und Phytinnatrium — Stoffe, die zum Teil mehr zufallig heran- 
vyezogen wurden — wieder in der genannten peroralen Dosierung eine 
langsam einsetzende Grundumsatzerhéhung hervor, die in 2 bis 4 Wochen 
+ 19 bzw. + 28% (Glycerinaldehyd), + 27°, (Candiolin), beim Phytin 
schon etwas schneller in 1 bis 2 Wochen + 32,8, + 28,3, +- 20,8, + 20°, 
erreichen kann, nach Absetzen mit langer Nachwirkung langsam wieder 
abklingt, ohne in dieser kleineren Versuchszahl Schadigungen hervor- 
treten zu lassen. Der Verlauf entspricht also dem der grundumsatz- 
steigernden Aminosauren. Mit anderen kérperfremden Substanzen, die 
bereits untersucht sind, wird sich eine spatere Mitteilung befassen, 

Hieraus geht also hervor, da} auch anderen Stoffgruppen derartige 
Wirkungen mit langer Latenz und Nachdauer zukommen. Wenn sich 
auch Kohlenhydrate, Fette und ihre unmittelbaren Spaltstiicke an 
der Einstellung der Grundumsatzhohe auf langere Sicht nicht unmittelbar 
zu beteiligen scheinen, so besitzen doch keineswegs allein die Eiweif- 
bausteine diese Eigenschaft. Vielmehr stellt sich die Lage des soge- 
nannten Grundumsatzes, nur insoweit die Ernaihrung in Frage kommt, 
als die Resultante aller unter den jeweiligen Bedingungen noch nach- 
wirkenden Komponenten dar. Die Voraussetzung fiir die Vorgdnge, 
welche wir hier untersucht haben, ist nur, dap die betreffenden Stoffe 
regelmapig, tiber laingere Zeit hin und unter gleichmdpigen Bedingungen 
einwirken. 

Zusammenfassung. 


1. Verabreicht man Meerschweinchen, Ratten und Kaninchen 
bei ihrer gewohnlichen Stall- oder Abfallfiitterung taglich kleinere 
Mengen (10 mg/100 g Tier) Glykokoll, | (-+-)-Leucin und Alanin (1. Gruppe), 
so sinkt im Laufe von 1 bis 2 und eventuell mehr Wochen der unter 
sogenannten Grundumsatzbedingungen — und zwar auch noch 12 bis 
24 Stunden nach der letzten Aminoséiuregabe — gemessene Stoffwechsel 
ab, wie durch regelmabig in Abstanden von einigen Tagen vorgenommene 
Bestimmungen festgestellt werden kann. Die Abnahme kann je nach 
den Umstanden bis zu — 20, selbst — 30% des Oo-Verbrauchs betragen. 
Mit Tyrosin, d, l-Phenylalanin und | (-+-)-Glutaminsaéure wurden in einer 
kleineren Zahl von Versuchen ahnliche Ergebnisse erhalten. Angaben 
iiber DosisgréBe und Zufuhrweg im Text, ebenso tiber die Wirkung 
von Glykokollentzug mittels Benzoat, die nicht einfach das Gegenstiick 
zur Glykokollzufuhr darstellt. 


2.1(+-)-Valin, Arginin, Tryptophan und Histidin (Gruppe 2) bewirken 
das Umgekehrte: der Ruhe-Niichternumsatz steigt allmahlich im Laufe 
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der Fiitterung an. d,1-Lysin scheint ebenso zu wirken, auch | ( 
Oxyprolin erhoht bei gew6linlicher Lrnahrungsweise (s. spiater). 

3. Das Charakteristische fiir beide Reaktionen ist die lange An- 
laufszeit und die nicht minder lange Nachwirkung nach Absetzen der 
Aminosaurefiitterung. Mit der spezifisch dynamischen Wirkung sind 
sie nicht identisch. Verhalten, Gewicht und Gesundheitszustand der 
Tiere werden im allgemeinen nicht merkbar verandert. 

4. Charakteristisch ist ferner ihre Abhaingigkeit von der Art der 
Fiitterung. Bei der Glykokollgruppe lé6t sich je nach der Art der 
Fiitterung Senkung, Gleichbleiben oder Steigerung des Grundumsatzes 
erzielen. Wichtig fiir den Reaktionsausfall scheint der Gehalt der Kost 
an der betreffenden Aminosdure, deren Zulage die Reaktion auslést. 
Bei glykokollreicher Fleischpulverkost bewirkt Glycin Erhéhung, bei 
glykokollarmer Casein- oder Fischmehlnahrung Senkung des Rube- 
Niichternstoffwechsels [ebenso wie bei Kiichenabfallfutter (Ratten)]. 

Im letzten Falle kann der Grundumsatz bei Zulage immer gréBerer 
Mengen Glykokoll wieder ansteigen, ohne freilich, trotz recht hoher 
Gabe, den Ausgangswert zu erreichen. Auch bei Verfiitterung steigender 
Glykokolldosen zu Kostformen, bei denen eine Stoffwechselsenkung 
durch Glykokoll fehlt, wird der Stoffwechsel nur bis zu einer bald er- 
reichten Grenze erhéht. 

Die in der gleichzeitigen Nahrung enthaltene Menge der betreffenden 
Aminoséure bestimmt aber keineswegs allein den EinfluB der Amino- 


siurezulage auf den Gesamtstoffwechsel. Bei der Wirkung des Leucins 


zeigt sich das an folgendem: 

Die Stoffwechselsenkung durch |-Leucin fehlt (an der Ratte) bei 
Fleisch- und Fischmehlkost, bei Caseinnahrung (10 bis 50°) jedoch 
hangt der Ausschlag in unseren Versuchen von dem Gehalt des Futters 
an Weizenschrot oder Kartoffelmehl ab. Weizenschrot verhindert 
in entsprechendem Zusatz bei hohem wie bei niedrigem Caseingehalt 
der Nahrung die Stoffwechselsenkung durch ]-Leucin ; tritt aber Kartoffel- 
mehl dafiir ein, so kommt sie bei denselben Caseinkonzentrationen 
zustande. Vom Vitamin B-Komplex scheint das nicht abzuhangen. 
Die Untersuchungen iiber die Wirkstoffe im Weizenschrot sind noch im 
Gange. 

5. Die stoffwechselsenkenden und -steigernden Wirkungen der 
Aminosiéuren aus den genannten zwei Gruppen (Glykokollgruppe 
einerseits, Tryptophangruppe andererseits) kénnen sich bei geeigneter 
Wahl der Dosis gegenseitig in ihrer Wirkung auf den Grundumsatz 
aufheben. 

6. Mit Tryptophan kann auch bei tryptophanfreier Kost keine 
Grundumsatzsenkung erzielt werden. Vielmehr bleibt dann die Zulage 
von Tryptophan ohne Wirkung auf den Grundumsatz des erwachsenen 
Tieres, solange sie sich in einer GréBenordnung halt, wie sie das junge 
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Tier zum Wachstum benétigt. Steigerung dariiber hinaus erhéht den 
Stoffwechsel. 

7. Bei oxyprolinfreier Kost wirkt Zulage von Oxyprolin, das sonst 
die Rube-Niichternoxydationen steigert, entweder nicht (Casein) oder 
es senkt dieselben (bei SojaeiweiBkost) in gleicher Weise wie Glykokoll 
bei glykokollarmer Nahrung. Oxyprolin gehért also nicht in die Trypto- 
phan-, sondern in die Glykokollgruppe. Das Kriterium fiir die Gruppen- 
bildung ist nach den bisherigen Ergebnissen nicht Grundumsatzsenkung 
oder -steigerung durch die Aminosiéiure, sondern das Ausbleiben der 
Senkung bei einer an der betreffenden Aminosiure armen (oder von 
ihr freien) Nahrung. Bei SojaeiweiBkost andern auch _ betrachtliche 
Oxyprolingaben die Stoffwechselsenkung nicht. 

8. In der Tryptophangruppe finden sich (bisher) auffallender- 
weise ganz vorwiegend vom Organismus nicht synthetisierbare Amino- 
siuren zusammen. Es wird die Hypothese erértert, da die Erfordernisse 
des Bau-(Ersatz)stoffwechsels und die Syntheseméglichkeiten des 
Organismus sich in dem verschiedenen Einfluf8 der chronisch dar- 
gereichten Aminosduren auf den Ruhe-Niichternenergieumsatz er- 
kennen lassen, und es werden die Grenzen der méglichen Ubereinstim- 
mung dieser Ergebnisse mit denen bei Wachstumsversuchen besprochen. 

9. Die CO.-Bildung andert sich in allen diesen Versuchen immer 
um einige Prozente weniger als der O,-Verbrauch. Deshalb steigt der 
respiratorische Quotient bei den Stoffwechselverminderungen regel- 
maBig etwas und fallt bei den Erhéhungen. Technische Griinde be- 
dingen das nicht. Vielmehr wird angenommen, da die Aminosaurezufuhr 
auf das Verhaltnis der Kohlenhydrat-Fettzersetzung usw. von Einfluss ist. 

10. Ebenso langfristige Darreichung von Traubenzucker, Na-Lactat 
und brenztraubensaurem Na, Palmitinsiure, Glycerin, NaHCO, in 
entsprechender Menge andert den Grundumsatz nicht: hingegen kann 
Cholin senken. Steigerungen von dem besprochenen Verlaufstyp, mit 
langer Nachwirkung usw., wurden mit Glycerinaldehyd, hexosedi- 
phosphorsaurem Natrium und Phytinnatrium erhalten. 

11. Bei langfristiger gleichmaBiger Ernahrung hat also an der Ein- 
stellung der Grundumsatzhéhe die Nachwirkung einer groben Reihe 
von Nahrstoffen und ihrer Bausteine Anteil, die sich darin zum Teil 
gegenseitig kompensieren. Eine besonders grofte Rolle spielen dabei die 
Aminosauren, deren Verhalten im einzelnen teilweise davon beherrscht 
zu sein scheint, ob sie vom Organismus gebildet werden kénnen oder 
nicht. Anderungen der Grundumsatzhéhe durch entsprechende einseitige 
Ernahrungsverschiebungen und Zufiitterungen bestimmter einzelner 
Aminosiuren sind in viel gréBerem Ausmae méglich, als bisher bekannt. 

Die exakte und gewissenhafte technische Mitarbeit des Laboranten, 
Herrn W. Marian, sei mit Dank und Anerkennung hervorgehoben. 











Glykokollbestimmungen in Nahrungsmitteln. 
Von 
Karl Brecht und Gerolf Grundmann 7. 
(Aus der Medizinischen Universitats-Poliklinik in Heidelberg.) 
(Eingegangen am 22. Mai 1939.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Wie in der voranstehenden Arbeit gezeigt worden ist, kénnen 
Zusitze von einzelnen Aminosauren, z. B. Glykokoll, zur Nahrung 
im verhaltnismaBig kleinen Betrage bei langerer taglicher Verab- 
reichung unter gewissen Umstanden,die vor allem in dem Amino- 
siuregemisch der gleichzeitigen Nahrung selber begriindet sind, erheb- 
liche Wirkungen auf den Energiehaushalt ausiiben. Der auch fiir 
viele andere Fragen und Aufgaben der Ernahrungsphysiologie schon 
immer dringliche Wunsch, die einzelnen Bausteine der EiweifSk6rper, 
insbesondere in der Form, in der sie in Nahrungsgemischen vorliegen, 
méglichst quantitativ richtig zu kennen, wird damit noch dringlicher 
auch fiir praktische Ziele der Ernahrungslehre. 

Die meisten bisher vorhandenen Angaben iiber den Aminosaure- 
gehalt einzelner EiweiBkérper beziehen sich auf reine EiweiB-, nicht 
auf Nahrungsstoffe, und liefern, meist mit der alten, wenn auch grund- 
legenden Estermethode von EF. Fischer gewonnen, zu niedrige, besten- 
falls Minimalwerte. Zwar sind modernere Bestimmungsmethoden 
fiir eine Anzahl] Aminoséiuren angegeben! worden, doch bediirfen sie 
im einzelnen, besonders an Nahrungssubstanzen, vielfach der Nach- 
priifung und Ausarbeitung. Als Vorbild der hier notwendigen Fort- 
entwicklung kann die Bestimmung der Aminoséuren im EiweiBk6rper 
des gelben Fermentes durch R. Kuhn und P. Desnouelle? dienen. Die 
vorliegende Arbeit berichtet tiber das Verfahren, mit dem fiir die Zwecke 
der Nahrungsmittelanalyse beim Studium der Aminosaiurewirkungen 
auf den Grundumsatz das Glykokoll bestimmt worden ist. 


I. 


Sowohl iiber den qualitativen Nachweis wie tiber die quantitative 
Bestimmung von Glykokoll sind bisher sehr wenige methodische Ar- 
beiten ver6ffentlicht worden. In neuerer Zeit hat Zappacosta® einen 
sehr empfindlichen Nachweis von Glykokoll publiziert. Das Grund- 


1 K. Hinsbergu. K. Lang, Medizinische Chemie, Urban u. Schwarzenberg, 
Berlin, 1938. — 2 R. Kuhn u. P. Desnouelle, Ber. d. Deutsch. Chem. Ges. 
70, 1907, 1937. — * Zappacosta, Diagnost. e Technica Labor. 2, 753, 1937. 
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prinzip dabei ist die Kondensierung von Glykokoll mit Guanidin- 
varbonat zu Glykocvamin, das dann mittels der Sakaguchi-Reaktion 
nachgewiesen wird. Zur Entfernung der Stoffe, die ebenfalls eine 
positive Sakaguchi-Reaktion geben, werden dieselben zunachst durch 
Phosphorwolframsaurefallung abgetrennt und das Glykokoll aus dem 
Filtrat durch Alkoholfallung isoliert. Es gelingt noch der Nachweis 
von 0,025 mg Glykokoll. Die friiher vielfach erwahnten Farbreaktionen, 
die Glykokoll mit Eisenchlorid, Ninhydrin, Phenol und Natrium- 
hypochlorid gibt, sind jedoch fiir Glykokoll nicht spezifisch, sondern 
werden auch von anderen Monoaminosauren gegeben; das naheliegende 
quantitative Verfahren, Glykokoll durch Uberfiihrung in Formaldehyd 
durch direkte Oxydation mit Hypochlorid oder einem anderen Oxyda- 
tionsmittel oder durch Permanganatoxydation der durch Einwirkung 
von salpetriger Siure aus dem Glykokoll entstehenden Glykolsiure 
zu bestimmen, muB wegen der geringen Formaldehydausbeute (50 
bis 60%) fallen gelassen werden !. Town? wandelte Glykokoll mittels 
Nitranilinsaure in Glykokollnitranilat um, welches er dann mengenmabig 
durch Wagen bestimmte. Voraussetzung ist dabei, dafgS das Hydrolysat 
frei von Natrium, Kalium, Calcium, Barium und Ammoniak sein muB, 
da sonst ungenaue Werte erhalten werden. Uns erschien dieser Weg 
der Glykokollbestimmung nicht gangbar, da bei Arbeiten mit Substanz- 
gemischen obige Bedingungen schwer zu erfiillen sind. Zimmermann 3 
beschrieb eine Farbreaktion, die bei Einwirkung von o-Phthaldialdehyd 
auf Glykokoll zustande kommt und unter den Monoaminosauren allein 
fiir Glykokoll spezifisch ist. Dieses gibt nach Alkalivorbehandlung 
mit o-Phthaldialdehyd in salzsaurer Lésung eine violette Farbung. 
Bei verdiinnteren Lésungen geht sie mehr ins Rotstichige, bei konzen- 
trierteren tritt ein violetter Niederschlag auf. Zimmermann, der diese 
Reaktion ausgearbeitet hat und auch eine Vorschrift zur Darstellung 
von 0-Phthaldialdehyd angibt, hat nun gefunden, daB diese Reaktion 
auch von Histidin, Histamin, Arginin, Cvystein, besonders aber von 
Tryptophan und Ammoniumsalzen gegeben wird. Man muB diese 
deshalb vorher entfernen. Die von Zimmermann nur qualitativ benutzte 
Reaktion verwendeten Abderhalden und Newmann* zur Bestimmung 
der Stellung des Glykokolls in Polypeptiden. 

Klein und Linser © fanden, daB in einer vorher leicht alkalisch 
gemachten Glykokollésung durch Zusatz von wasseriger o-Phthal- 
dialdehydlésung, wenn man nach einiger Zeit Saure hinzufiigt, ein griiner 


1 K. Hinshergu. K. Lang, Medizinische Chemie, Urban u. Schwarzenberg, 


Berlin, 1938. — 2 Town, Biochem. J. 30, 1833, 1936. — ? W. Zimmer- 
mann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 189, 4, 1930. — 4 E. Abderhalden u. 
A. Neumann, ebenda 2388, 177, 1936. — ®° Klein u. Linser, ebenda 205, 


251, 1932. 
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Farbton oder bei gréBeren Glykokollkonzentrationen ein fein suspen- 
dierter blaugriiner Niederschlag entsteht. Nach Zusatz einer kleinen 
Menge Alkohol laBt sich dieser Farbton oder Niederschlag quantitativ 


durch Chloroform ausschiitteln, sodaB die Chloroformschicht je nach 
Konzentration des Glykokolls von hellgriin bis dunkelgriin gefarbt 
wird, die iiberstehende Fliissigkeitsschicht dagegen farblos ist. Sie 
untersuchten den EinfluB von Séure und Lauge auf den Ablauf der 
Reaktion und die entstehenden Farbnuancen und kamen zu dem Er- 
gebnis, daB der griine Farbton nur bei ganz bestimmten Voraus- 
setzungen auftritt. Dabei erwies sich eine neutrale Reaktion als not- 
wendig, da in saurem Medium die Reaktion nicht zustande kommt. 
Andererseits tritt der griine Farbton nur bei Zusatz von schwach alkali- 
scher Pufferlésung auf, nicht aber bei Zufiigung von Lauge. Bei Ver- 
wendung von Lauge zur Reaktion entstehen violette bis rote Farbténe, 
die sich nicht quantitativ mit Chloroform ausschiitteln lassen. Auch 
die Einwirkungsdauer der zur Reaktion notwendigen Lésungen beein- 
fluBt die entstehenden Farbténungen, weshalb fiir einen gleichmaBigen 
Ablauf der Reaktion die Zeit jeweils genau zu _ beriicksichtigen ist. 
Auf Grund dieser Versuchsergebnisse fiihren Klein und Linser die 
teaktion wie folgt aus: 

Die in 0,5 cem Wasser geléste neutrale Probe wird mit 0.75 cem einer 
Mischung von 25 Teilen m/15 Phosphatpuffer py 8,0 und 75 Teilen o-Phthal- 
dialdehydlésung ! versetzt, gut umgeschiittelt und nach genau 2 Minuten 
witd 1 cem einer frisch bereiteten Mischung von 5 Teilen konzentrierter 
Schwefelsaéure und 30 Teilen 96 °,igem Alkohol zugegeben. Nach weiteren 
2 Minuten wird der griine Farbton mit 5cem Chloroform ausgeschiittelt. 
Nach Absetzen der zwei Schichten wird mit einer Pipette 3 cem Chloroform 
entnommen, 0,5 cem 95 °,iger Alkohol zugefiigt und nun die klare Lésung 
kolorimetriert. Unter der Analysenquarzlampe leuchtet die Lésung gold- 
gelb auf. 

Klein und Linser finden, daB mit dieser beschriebenen Reaktion 
auBer -Glykokoll auch noch Tryptophan, Ammonchlorid, Cystein, 
Arginin, Alanin und Asparagin positiv reagieren, jedoch nur die von 
Tryptophan und Ammonchlorid gebildeten Farbungen sich mit Chloro- 
form ausschiitteln lassen. Die anderen Aminosauren fairben nur die 
wisserige Fraktion, wahrend das Chloroform farblos bleibt. Tryptophan 


' Darstellung von o-Phthaldialdehyd (Zimmermann, a.a.O.): 10 ¢ 
0-Tetrabrom-o-Xylo] (Schering-Kahlbaum) und 9g kristallisiertes Kalium- 
oxalat werden mit 62cem Wasser und 62 cem 95 °,igem Alkohol 40 Stunden 
unter Riickflu8 gekocht. Von der klargelben Fliissigkeit werden 50 cem 
Alkohol abdestilliert, 10 g Natriumphosphat und 300 cem Wasser hinzu- 
gegeben, und jetzt aus dem Reaktionsgemisch 250 bis 300 cem Fliissigkeit 
abdestilliert, in der man zum SchluB den im Kiihler auskristallisierten 
Phthalaldehyd auflést. Diese Lésung ist fiir die Farbreaktion direkt ver- 
wendbar. Sie ist in braunen Flaschen unbegrenzt haltbar. 
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und Ammonchlorid allein bilden Farbstoffe, die in Chloroform léslich 
sind. Sie farben beide den Chloroformanteil und stéren die Glykokoll- 
bestimmung empfindlich. Alein und Linser entfernen Ammoniak nach 
der Methode von Folin, Tryptophan mittels Mercurosulfat. Mit der 
von Klein und Linser ausgearbeiteten kolorimetrischen Methode zur 
Bestimmung von Glykokoll hat Patton! in mehreren Proteinen nach 
Aufspaltung durch saure Hydrolyse Glykokoll bestimmt und gibt eine 
genaue Aufarbeitungsmethode von Proteinhydrolysaten an, in deren 
Verlauf sowohl Ammoniak wie Tryptophan entfernt werden. Die von 
Klein und Linser vorgeschlagene Ausfallung des Tryptophans mit 
Mercurosulfat ist jedoch ungeniigend. Bei der Nachpriifung erhielten 
wir nach Entfernung von Hg und H,S8 noch eine positive Glyoxyl- 
siurereaktion (Modifikation von Winkler). Auch zerstért die saure 
Hydrolyse (20° ige HCl) Tryptophan offenbar nicht so véllig, wie 
man nach allgemeinen Angaben annehmen konnte. Wir hydrolysierten 
50mg Tryptophan 40 Stunden unter RiickfluBkihlung mit 20° ,iger 
Salzsdure. Nach Ablauf der Hydrolyse war immer noch eine positive 
Glyoxylsiurereaktion vorhanden. Das Tryptophan wurde also nicht 
vollig zerstért. Patton verwendet zur Entfernung des Tryptophans 
Benzaldehyd und beruft sich dabei auf die Arbeiten von Holm und 
Gortner *. Wir priiften diese Angaben nach und hydrolysierten unter 
den gleichen Bedingungen wie oben Tryptophan. Nach 24stiindigem 
Kochen gaben wir Benzaldehyd zu und lieBen noch weitere 24 Stunden 
hydrolysieren. Die danach angestellte Glyoxylsaureprobe zeigte ein 
negatives Ergebnis. Auch mittels der Reaktion von Mezey und Kraus 3 
lieB sich Tryptophan nicht mehr nachweisen. Wir hydrolysierten 
auch Glykokoll unter gleichen Bedingungen und fiigten Benzaldehyd zu. 
Es zeigte sich, daB der Zusatz von Benzaldehyd zur Hydrolyse keinen 
EinfluB auf das Glykokoll hat. Das Ammoniak wird durch Destillation 
im alkalischen Medium entfernt. 

Besondere Autmerksamkeit war nun noch den Hexonbasen zu 
schenken, die mit Phthaldialdehyd eine starke Reaktion von weinroter 
bis purpurroter Farbe geben. Es wurde jedoch durch eingehende 
Priifungen festgestellt, dal} diese Farben selbst nach Stunden nicht in 
das Chloroform tibergehen, soda man sich die Entfernung der Hexon- 
basen mit Phosphorwolframsaure sparen kann, was fiir mechanische 


Glykokollverluste nicht ohne Bedeutung ist, da man den zur Phosphor- 
wolframsaurefillung gebrauchten Baryt ja wieder restlos entfernen 


mu. SchlieBlich blieb noch festzustellen, ob eine eventuell vorhandene 
Eigenfarbe der Substanzen die Reaktion und _ kolorimetrische Be- 
1 A. R. Patton, J. of. biol. Chem. 108, 267, 1935. — 2 Holm u. Gortner, 


J. Amer. Chem. Soc. 42, 1632, 1920. —- * Mezey u. Kraus, Klin. Wochenschr. 
1938, Nr. 28. 
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stimmung stért. Bei allen Substanzen, die untersucht wurden, gine 
die Eigenfarbe ihrer Lésungen nicht in das Chloroform tiber, sodat} 
eine Stérung von dieser Seite nicht zu befiirchten ist. 


Der Gang der Aufarbeitung gestaltete sich nun — unter Benutzung 
der Angaben von Patton — folgendermaBen: 


1. Hydrolyse von 3 bis 6g Protein mit 20 %iger HCl im Ver- 
haltnis 1: 20, 40 Stunden lang. 

2. Nach 18 bis 24 Stunden Zugabe von Benzaldehyd, zu 3 g Protein 
ungefahr 1 ccm. 

3. Abdestillieren der HCl im Vakuum bei einer Wasserbadtemperatur 
von 60 bis 70° C, bis zu einem schmierigen Brei. Benzaldehyd und die gréBte 
Menge der freien HCl werden dabei vertrieben. 

4. Zugabe von 100 cem Wasser und Alkalischmachen durch Natrium- 
bicarbonat im Uberschu8 nach vorheriger Zugabe von etwas Butylalkohol 
zur Verhinderung des Schaiumens. 

5. Destillation im Vakuum (30 mm Hg) bei 35° C bis zu einem Volumen 
von 20cem zur Entfernung des Ammoniaks. Die restlose Entfernung des 
Ammoniaks wurde mittels der Nessler-Reaktion kontrolliert. 

6. Das ausgefallene NaCl wird abgesaugt und mit 70 ®%igem Alkohol 
ausgewaschen. Neutralisation der Lésung mit HCl (py 7,2). 

7. Nochmaliges Eindampfen im Vakuum auf ungefahr 10 cem, Filtration, 
Auswaschen mit Alkohol und Auffiillen mit Wasser auf ein bestimmtes 
Volumen (50 oder 100 cem je nach dem vermutlichen Glykokollgehalt der 
Lésung). Sind eventuell im Ausgangsmaterial enthaltene Fette nicht vor 
der Hydrolyse entfernt worden, so geschieht dies jetzt durch Ausschiitteln 
der Lésung mit Ather im Scheidetrichter (Glykokoll ist in Ather unléslich). 
Es ist jedoch besser, vor der Hydrolyse zu entfetten, da die klebrigen Fett- 
stoffe den Aufarbeitungsgang erschweren. 

8. Nun folgt der Ansatz der Zimmermannschen Reaktion nach der 
Modifikation von Klein und Linser. 


Hinsichtlich der Aufarbeitungsmethodik sei schlieBlich noch auf eine 
besondere Schwierigkeit aufmerksam gemacht, die sich Gann ergibt, wenn 
es sich um Glykokollbestimmung in Lebensmitteln handelt, die relativ 
wenig EiweiBgehalt aufweisen. Hier kommt man mit 3 bis 6g Substanz 
nicht aus, da die darin enthaltenen Glykokollspuren sich kolorimetrisch 
nicht erfassen lassen, sondern man mu je nach dem Eiwei®gehalt soviel 
der gut getrockneten Substanz verwenden, da mindestens 3 bis 6 g Protein 
darin enthalten sind. 


Die kolorimetrische Methode: 


Zu 2cem einer Mischung von 25 Teilen m/15 Phosphatpuffer 
(px = 8,0) und 75 Teilen der wisserigen o-Phthaldialdehydlésung 
— diese Mischung wurde jedesmal erst direkt vor Gebrauch hergestellt — 
gibt man 0,5cem der auf Glykokoll zu untersuchenden neutralen 
Lésung und schiittelt gut durch. Nach 2 Minuten werden 2 ccm einer 
Mischung von 5 Volumteilen konzentrierter Schwefelsaéure und 30 Volum- 
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teilen 95°,igem Alkohol zugegeben, die ebenfalls frisch zubereitet und 
gekiihlt worden war. Nach weiteren zwei Minuten wird 5 cem Chloro- 
form zugefiigt und eine halbe Minute gut geschiittelt. Nach Trennung 
der beiden Schichten werden mit einer Pipette 3 cem der Chloroform- 
schicht herauspipettiert und mit 0,5 cem 95°%,igem Alkohol versetzt. 
Dann Ablesung im Stufenphotometer, Filter 872. Die Zeit bis zur 
Bestimmung soll 10 Minuten nicht iiberschreiten, da ein Nachdunkeln 
der Farblésung eintritt : 
500 
505 
» 80 Minuten 0,83 = 540 3 
re 1 Stunde 565 4 


Bei der Anfertigung einer Eichkurve zeigte es sich, daf nur in 
einem bestimmten Bereich ein linearer Anstieg des Extinktions- 
koeffizienten vorhanden ist. Bei dem beschriebenen Verfahren liegt 
der Bereich zwischen 150 und 600 y. Betragt der Glykokollgehalt 
der zu untersuchenden Lésung in 0,5 cem diese Menge verwenden 
wir als Reaktionsansatz iiber 600 y, so tritt eine Streuung der er- 
haltenen Glykokollwerte auf, die auBerhalb der zulassigen Breite liegt. 
Man kann nun sowohl die Menge der zu untersuchenden Lésung wie 
auch die der anderen zur Erzielung der Reaktion notwendigen Faktoren 
in dem gleichen Verhaltnis zueinander steigern, um Mengen tiber 


600 7 zu bestimmen,. Doch auch dabei ist immer nur in einem bestimmten 
engen Bereich eine einfache Proportionalitiét von Konzentration des 
Glykokolls und Extinktion vorhanden. 


EKichkurvenbestimmung : 

Die Kiivette mit der Farbstofflésung von Schichtdicke 1 befand sich 
je viermal in der rechten und viermal in der linken Hiilfte des Stufenphoto- 
meters. Fiir jeden Punkt der Eichkurve wurde 
die betreffende Farblésung dreimal von Anfang 
an hergestellt. 

Beispiele fiir die Fehlergrenze: V 


200 » Lésung | 


ve 


’9 
500 y Lésung 
Led 


”° 


Klein und Linser bemerkten, daB der Chloro- 











formanteil unter der Analysenquarzlampe_ bei 
ss ‘ 020 00 000 0M 10 
hoheren Konzentrationen goldgelb aufleuchtet. Stufinghotameter 


Ks ist nicht méglich, aus dieser Tatsache einen ge- Abb. 1. 
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naueren quantitativen Anhalt fiir die vorhandene Glykokollmenge zu er- 
halten, wenn auch in der Intensitat der Fluoreszenz Unterschiede be- 
stehen, z. B. leuchten 200 y mehr hellgelb auf, wahrend 500 y dunkel- 
goldgelb fluoreszieren. Diese goldgelbe -Fluoreszenz des Chloroforman- 
teils ist dem Glvkokoll eigentiimlich, denn die beiden anderen Substanzen, 
die den Chloroformanteil farben, Ammonchlorid und Tryptophan, 
geben eine griine und eine blauliche Fluoreszenz. Beim Nachpriifen 
der Tatsache, daB keine andere Aminosdiure auber Tryptophan im 
wesentlichen die Reaktion stérend beeinfluBt, kamen wir zu dem gleichen 
Ergebnis. Hydrolysen eines Gemisches von Histidin, Alanin, Arginin 
und Lysin ergaben eine negative Reaktion. Eine Ausnahme macht 
Histidin in gréBeren Konzentrationen (iiber 1000 y in 0,5 ecm), die 
eine geringe gelblich-braunliche Farbung des Chloroformanteils hervor- 
rufen. Da jedoch eine so hohe Konzentration in der zur Glykokoll- 
bestimmung verwandten Lésungsmenge wohl nie vorhanden sein 
wird, fallt auch der letzte Grund, die Fallung der Hexonbasen mit 
Phosphorwolframsaure in den Aufarbeitungsgang einzugliedern, weg. 

Um die Brauchbarkeit der Reaktion zu beweisen, hydrolysierten 
wir in der angegebenen Weise bestimmte Mengen von reinem Glvkokoll, 


ferner von Glykokoll mit dem glykokollfreien EiweiBkérper Zein ). 


Die erhaltene Ausbeute lag zwischen 90 und 96%: 





Gefundene Menge Glykokoll in g 


0,920 0,930 

a f 0,470 0,480 

2 g 0,090 0,091 
Zein 1g 0 0 

Glykokoll 1g und 3g Zein 0,900 0,920 

Glykokoll 0,1 g und 3g Zein........ 0,091 0,092 


Der Verlust an Glykokoll diirfte kaum auf einer Zerstérung bei 
dem AufarbeitungsprozeB beruhen — bei den reinen Glykokollhvdro- 
lysen war Ammoniakabspaltung mit Nef/ers Reagens nicht nachweis- 
bar —, sondern ist wohl mechanisch bedingt. 


Analysenergebnisse (s. Tabelle I). 


Unter den Einzelanalysen sind vier, die auch Patton bestimmt 
hat. Die Werte fiir Casein — Patton 0,5 — und Vitellin — Patton 0,8 — 
stimmen gut iiberein, etwas weiter liegen die Zahlen fiir Gelatine aus- 


1 Zein wurde aus Maisklebermehl (Maizena-Werke, Hamburg) durch 
Extraktion mittels Alkohol und Fallung in kochsalzhaltigem Wasser her- 
gestellt. In Hydrolysaten von reinem Zein war Glykokoll nicht nachzu- 
weisen. 
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Tabelle LI. 





1. Bestimmung | 2. Bestimmung N-Gehalt 

: der Frisch- 

substanzen 
in % 


Glykokoll-N 
in % vom 
Gesamt-N 


Substanz g Glykokoll in 100 g 


Frischsubstanz 


Fleisch (Rind, mager) 0,66 0,66 4,23 2,98 
Kartoffel 0,042 0,044 3,21 0,25 

0,11 0,11 2,96 0,70 

0,16 0,15 2,46 1,21 
EiweiB (Kier) 0,27 0,24 1,31 3,71 
Eigelb 0,77 0,61 2,66 4,96 
Casein (Hammarsten) 0,50 0,60 0,72(Mittel) 13,94 
Gelatine 18,70 18,70 28,60 12,25 
Fischfleisch (Kabeljau) 0,16 0,17 1,37 2,26 
Fischmehl 0,90 0,87 | 1,69 | 9,79 


einander — Patton 22,2 —, wahrend das Albumin (Ei) eine gréBere 
Differenz aufweist. Die Ursache diirfte wohl darin zu suchen sein, 
daB der EiweiBgehalt der Lebensmittel doch mitunter gréeren 
Schwankungen unterworfen ist. Von samtlichen zur Glykokoll- 
bestimmung verwendeten Substanzen wurden N-Bestimmungen nach 
Kjeldahl gemacht und der Glykokoll-N auf den Gesamt-N prozentual 
bezogen. 
Zusammenfassung. 


In der vorliegenden Arbeit wurde nach Uberpriifung der gebraiuche 


lichsten Methoden der Glykokollgehalt einiger Nahrungsmittel bestimmt, 


Biochemische Zeitschrift Band 302, 











Uber den das Glykogen phosphorylierenden 
Fermentproteinkomplex und eine enzymatische, 
reversible Glykogensynthese. 

Von 
W. Kiessling. 

(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut 
fiir medizinische Forschung, Heidelberg.) 
(Eingegangen am 19. Juni 1939.) 

Mit 3 Abbildungen im Text. 


Einleitung. 


Der enzymatische und chemische Mechanismus des von J. Parnas! 
zuerst gemachten Befundes, daB sich anorganisches Phosphat mit 
Glykogen im Gegensatz zur Glucose ohne Beteiligung des Oxydo- 
reduktionssystems zu Hexosemonophosphat verestern kann, ist trotz 
einer Reihe von Arbeiten der letzten 2 Jahre aus verschiedenen Labo- 
ratorien (Cori, Euler, Parnas, Stickland, Schaffner u.a.) noch ziemlich 
unklar geblieben. Die Entdeckung von Cori und Cori?, daB sich als 
Zwischenprodukt Hexose-1-Phosphorsaure bildet, die sich dann zu 
Hexose-6-Phosphorsiure umlagert, stellte eine wichtige Erweiterung 
der Kenntnis dieses Vorgangs dar. Als kristallisiertes Kaliumsalz 
ist diese Verbindung durch W. Kiessling? leicht zuganglich gemacht 
worden. Die Frage der Beteiligung eines Co-Ferments, etwa nach Art 
der Phosphatiibertragung der Phosphobrenztraubenséiure auf Glucose 
iiber ein Nucleotid (Adenylsiure, Adenylpyrophosphat oder Inosin- 
siure), wurde bis jetzt widersprechend beantwortet 4. 

Eine weitere Klarung dieser Frage war zu erwarten, wenn es gelang, 
den primaren Vorgang dieser Reaktion anorganisches Phosphat 
+ Glykogen -> Cori-Ester fiir sich allein zu untersuchen. Da die 
Umlagerungsreaktion Cori-Ester — Robison-Ester wie alle andern 
bis jetzt bekannten Umlagerungsreaktionen keines Co-Ferments be- 
darf, also durch Dialyse nicht glhemmt werden kann, und ein chemisches 
Reagens als Hemmungsmittel nicht bekannt ist, konnte diese Primar- 
reaktion nur durch Abtrennung des entsprechenden Fermentkomplexes 
von den tibrigen Fermenten der Garung bzw. der Glykolyse, vor allen 


1 Parnas u. Baranowski, C. R. Soe. Biol. 121, 282, 19386; Parnas, 
Ergebn. d. Enzymforsch. 6, 57, 1937. — ? C.F. Cori, S. P. Colowick u. G. T. 
Cori, J. of. biol. Chem. 121, 465, 1937. — * Diese Zeitschr. 298, 421, 1938. — 
4 S$. Abschnitt ITI, e. 
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Dingen von den von O. Warburg: dargestellten Fermentproteinen A 
und B erreicht werden. 

In dieser Arbeit, die eine Fortsetzung friiherer, gemeinsam mit 
(). Meyerhof begonnener Arbeiten darstellt, soll im AnschluB an metho- 
dische Bemerkungen (1) mitgeteilt werden: 

Il. Die Darstellung einer Fermentproteinfraktion (C) aus Hefe- 
macerationssaft und Muskelextrakt, die anorganisches Phosphat mit 
Glykogen zu Hexose-1-Phosphorsaure verestert und dazu ein Gleichge- 
wicht dieser drei Reaktionsteilnehmer anorganisches Phosphat — Gly- 
kogen =~ Hexose-1-Phosphorsaure einstellt. Diese in einer vorlaufigen 
Mitteilung? bezeichnete Fermentproteinfraktion C laBt sich, wie die 
spitere Untersuchung zeigte, weiter in zwei Fermentproteine frak- 
tionieren, und zwar in ein phosphorylierendes und ein hydrolysieren- 
des Ferment. 

III. Die Gleichgewichtsreaktion selbst, ihr K-Wert, Warmeténung, 
Isolierung und Identifizierung der mit dieser Gleichgewichtsreaktion 
von beiden Seiten gebildeten Produkte: Glykogen bzw. Cori-Ester, 
die Frage der Co-Fermentbeteiligung und die Veresterungsfahigkeit 
dieses Ferments mit anderen Polysacchariden. 

IV. Teilreaktionen der Garung bzw. Glykolyse mit Gemischen 
des neuen Ferments und den von O. Warburg dargestellten Ferment- 
proteinen A und B. 


I. Methodische Bemerkungen. 

Die Konzentration des weiter unten beschriebenen Ferments 
wurde so gewahlt, daB 1 ccm wasserige Lésung bei 20° in 60 Minuten 
3 mg Cori-Ester P.O; bzw. anorganisches P.O; + Glykogen ins Gleich- 
gewicht zu bringen vermochte?. 

Als Gartestlésung wurde eine Lésung von 2cem 0,12%igem Mn SO,, 
4cem 5°,igem Natriumbicarbonat + 20 cem H,O verwandt, von der 
jeweils zu 1 cem wasseriger Fermentlésung 0,5 cem oder 1,0 ccm zu- 


gegeben wurde. Dazu kamen noch pro Ansatz 0,5 ccm andere Zusitze 


oder Wasser. Vor dem Versuch wurde der Giartest mit reiner CO, ge- 
siittigt. 

Als Glucose-1-Phosphorsaure diente das vor kurzer Zeit dargestellte 
kristallisierte Dikaliumsalz?. 

Die Phosphobrenztraubensiure war synthetisch als Ba-Salz 
dargestellt, das vorher mit H,SO, umgesetzt wurde?®. 


1 O. Warburg u. W. Christian, diese Zeitschr. 287, 291, 1936. 
2 W. Kiessling, Naturwiss. 27, 129, 1939. —* Die wiasserige Lésung wurde 
kurz vor dem Versuch durch scharfes Zentrifugieren der Ammonsulfat- 
suspension und Auflésen des Niederschlags in destilliertem Wasser herge- 
stellt. —— 4 W. Kiessling, |. c. — ° W. Kiessling, Ber. 69, 2331, 1936. 


4* 
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Als Glykogen wurde meist das von £. Merck, Darmstadt, kaufliche 
Praparat verwandt. Fiir Vergleichsmessungen mit dem enzymatisc! 
gebildeten Glykogen diente ein besonders von EF. Merck gereinigtes 
Leberglykogen mit einem Aschegehalt von 0,3°%. Analytisch war dic 
Veresterung des Glykogens an der Abnahme des anorganischen Phos 
phats und, da das entstandene Produkt Cori-Ester ist, an dem Auf 
treten des 10-Minuten-Wertes der n HCl-Hydrolyse bei 100° zu ver- 
folgen. Fiir die Aufspaltung des Cori-Esters galt das Umgekehrte. 

Da die absoluten Konzentrationen der Fermentproteine bei den 
einzelnen Darstellungen immer verschieden waren und da von dieser 
absoluten Konzentration auch ihre Fallbarkeit mit Ammonsulfat 
abhangt, muBten die einzelnen Fermentfallungen dauernd auf ihre 
Zusammensetzung hin gepriift werden, und zwar war analytisch zu 
erkennen: 

Gehalt an Fermentprotein, 

C an der Abnahme des anorganischen Phosphats in Gegenwart 
von Glykogen und der Aufspaltung des Cori-Esters in anorganisches 
Phosphat und Glykogen, 

A (nur bei Hefeprotein) an dem Umesterungsvermégen von Phos 
phobrenztraubensaure auf Glucose (Abnahme des J,-Wertes), bestimmt 
mit J, und n NaOH in 20 Minuten bei Zimmertemperatur, 

B an der Umlagerung von Cori-Ester zu Robison-Ester (Bildung 
von schwer hydrolysierbarem Phosphat und Aaquivalente Abnahme 
des 10-Minuten-Wertes). Robison-Ester ist auBerdem mit dem Alkali- 
wert! nachzuweisen. Mit n/5 NaOH werden in 3 Minuten bei 106° 
60°, Robison-Ester aufgespalten. Hexosediphosphat wird in dieser 
Zeit vollstindig hydrolysiert. Dabei wurden Fermentkonzentrationen 
gewahlt, die unter der Maximalwirkung lagen, so daB man sich dann 
ein ungefahres Bild von der Zusammensetzung der Fermentfraktion 
machen konnte. 


II]. Gewinnung von Fermentproteinfraktion C 
aus Macerationssaft und zerkleinerter Kaninchenmuskulatur und 


‘ 


Trennung dieser Fraktion € in eine phosphorylierende und 
hydrolysierende Unterfraktion. 


Die Gewinnung schlieBt sich im Prinzip an die des Proteins A aus 
Macerationssaft nach O. Warburg und W. Christian (l.c.) an. Nach 
Abtrennung einer alkalischen Fraktion wurde das Ferment zusammen 
mit Protein A mit einer in bezug auf das Ammonsulfat 0,5 gesattigten 
Lésung gefallt. Nach nochmaligem Umfillen mit 0,35 gesattigtem 
Ammonsulfat war die Fraktion frei von Protein B. Obwohl diese Fallung 


1 W. Kiessling, diese Zeitschr. 298, 422, 1938. 
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noch Protein A enthielt, geniigte dieser Reinheitsgrad fiir Gleich- 
vewichtsreaktionen, da wegen der Abwesenheit von Protein B ein 
weiterer Abbau der Glucose-1-Phosphorséure nicht mehr méglich war. 
Um die Fraktion C vollstandig frei von A zu erhalten, mubte die Fallung 
mit 0,35 gesattigtem Ammonsulfat einige Male wiederholt werden. 

Auf der verschiedenen Léslichkeit in Ammonsulfat beruhte auch 
die weitere Fraktionierung des Proteins C. Das phosphorylierende 
Ferment ist in 0,1 gesattigter Ammonsulfatlisung bei 0° weit schwerer 
léslich als das hydrolysierende und kann dadurch vollstandig von 
diesem abgetrennt werden. 


Eine Gewinnung des hydrolysierenden Ferments vollstandig frei 


von phosphorylierendem ist bis jetzt noch nicht gelungen. Unter Be- 
nutzung der schweren Léslichkeit dieses Proteins in 0,1 gesittigtem 
Ammonsulfat, die in schwach saurem Gebiet anscheinend noch zunimmt, 
wurde eine Trennung versucht. Wiederholtes Abtrennen bei 0° in 
schwach saurer Reaktion fiihrte zwar nicht zu einer vollstandigen 
Trennung, aber immerhin betrug die Veresterung des anorganischen 
Phosphats mit Glvkogen nur etwa !/, des Gleichgewichtswertes, wahrend 
von Cori-Ester aus die normale Spaltung erfolgte. Im Prinzip diirfte 
damit auch die Existenz dieses Ferments bewiesen sein. In einer Auf- 
schlammung in 0,35 gesittigter Ammonsulfatlésung hielten sich die 
einzelnen Fermentfraktionen mehrere Monate, wahrend sie in wasseriger 
Lésung schon nach ganz kurzer Zeit zerstért waren. Fiir ihre Darstellung 
aus Hefe diente Macerationssaft aus Trockenhefe (L6wenbrau Miinchen, 
Stamm R. S.), fiir die aus Muskel zerschnittene Kaninchenmuskulatur, 
die mit 2,6°,igem Natriumbicarbonat extrahiert wurde. Mit Wasser 
geht das Ferment aus dem Muskel sehr schlecht in Lésung. 

Es werden nun im folgenden die Darstellungen dieser Proteine 
beschrieben, wie sie im hiesigen Institut ausgefiihrt wurden. 


a) Fermentproteinfraktion C (phosphorylierende +- hydrolysierende) aus 
He femacerationssafe. 

Die Fallungsreaktionen miissen alle in stark gekiihlten Lésungen 
vorgenommen werden, ebenso miissen Zentrifugen und Zentrifugen- 
becher gut vorgekiihlt werden. 100 cem Macerationssaft (1 Teil Hefe 
mit 3 Teilen Wasser 3 Stunden bei 37°) wurden durch Zugabe von 
7eem 2n NaOH auf py 7,8 gebracht, der entstandene Niederschlag 
abzentrifugiert (80 Minuten, 3000 Touren) und verworfen, die Lésung 
mit 2cem 2n Essigsiure auf py 6,5 abgestumpft und mit derselben 
Menge gesittigtem Ammonsulfat gefallt. Der Niederschlag wurde mit 
Wasser fein verteilt und solange mit Wasser versetzt, bis die Sattigungs- 
konzentration von Ammonsulfat 0,2 betrug (50 ccm Gesamtfliissigkeit ). 
Der ungeléste Riickstand wurde abzentrifugiert (30 Minuten, 
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15000 Touren), einmal mit 0,2 gesattigtem Ammonsulfat gewaschen 
und das Waschwasser mit der Hauptlésung vereinigt. Diese wurd 
dann mit 0,35 gesattigtem Ammonsulfat gefallt. Der Niederschlay 
wurde zweimal mit derselben Ammonsulfatkonzentration gewasche: 
und dann nochmals auf dieselbe Weise umgefallt. Das so dargestellte 
Fermentprotein C enthielt kein Protein B mehr, dagegen noch etwas 
Protein A. Um dieses vollstandig zu beseitigen, mubte die Fallung mit 
Ammonsulfat noch einige Male wiederholt werden, wobei sich Verlust: 
nicht vermeiden liefen. Fiir Gleichgewichtsreaktionen jedoch geniigte 
der erreichte Reinheitsgrad. Mit dem aus diesem Ansatz gewonnenen 
Protein, das in 15 ccm 0,3 gesattigtem Ammonsulfat suspendiert und 
im Eisschrank aufbewahrt wurde, konnten etwa 100 mg anorganisches 
P.O; + Glykogen oder 100mg Cori-Ester P,O; ins Gleichgewicht 
eingestellt werden. 
Beispiele. 

1. 1,0 cem Ferment (aus 0,35 cem Ammonsulfatsuspension) + 0,5 cem 
Gartestlésung + 0,3 cem m/10 Phosphatlésung, pq 7 (2,387 mg) + 0,3 ecm 
3 %iges Glykogen; 16 %ige CO,/N,; 28°. Nach 60 Minuten: 


Abnahme des anorganischen P,O,;......... 0,350 mg = 14,75 % 
Zunahme des 10-Minuten-P,O,............ 0,342 mg = 14,42 % 


2. 10ecem Ferment + 0,5 cem Gartest + 0,3 eem Cori-Ester (2,64 mg 
P,O;) + 0,3cem H,O. 


Zunahme des anorganischen P,O; ......... 2,24 mg = 84,8 % 
Abnahme des 10-Minuten-P,O,; ........... 2,20 mg = 83,4 % 


b) Fermentproteinfraktion C aus Kaninchenmuskulatur. 


120 g zerschnittene Kaninchenmuskulatur wurden kalt mit 340ccem 
2,6°,igem Natriumbicarbonat fein verrieben und extrahiert wie bei 
der Herstellung eines Wasserextrakts und die wasserige Suspension 
von, dem Riickstand auf einer schnellaufenden Zentrifuge (30 Minuten 
15000 Touren) getrennt. Ohne zu neutralisieren, wurde die Lésung mit 
Ammonsulfat bei einer Sattigungskonzentration von 0,8 gefallt. Der 
Niederschlag wurde dann wie bei der Darstellung aus Macerationssaft 
nach der Fallung mit 0,5 gesittigtem Ammonsulfat weiter verarbeitet. 
Das Ferment wurde in 100 cem 0,3 gesattigter Ammonsulfatlésung 
aufbewahrt. Es konnten damit etwa 100 mg P.O; ins Gleichgewicht 
eingestellt werden. 

Bemerkenswert ist noch, daB das aus Muskel hergestellte Ferment- 
protein in Ammonsulfat entweder leichter léslich ist oder geringere 
Stabilitat besitzt, da es schon nach dem zweiten Umfallen mit 0,35 ge- 
sittigtem Ammonsulfat einen Teil seiner Glykogenveresterungsfahigkeit 
eingebuBt hatte. Nach dem dritten Umfiallen war praktisch keine 
Wirkung mehr zu beobachten. 
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Beispiele. 


1. 1,0cem Ferment (hergestellt aus 2,5 cem Ammonsulfatsuspension) 


0.5cem Gartest + 0,3 cem m/10 Phosphat, py 7 (2,42 mg) + 0,3 cem 
%iges Glykogen; 16 %ige CO,/N,. 60 Minuten; 28°. 


Abnahme des anorganischen P,O,;......... 0,362 mg 15,0 % 

Zunahme des 10-Minuten-P,O, ............ 0,348 mg 14,35 % 

2. 1,0cem Ferment + 0,5 cem Gartest + 0,3 cem Cori-Ester (2,20 mg 
P,0O;) + 0,3cem H,O. 

Zunahme des anorganischen P,O,; ......... 1,87 mg 85,0 % 

Abnahme des 10-Minuten-P,O,............ 1,86 mg = 84,6 % 


c) Darstellung der phosphorylierenden Fraktion aus Protein C. 


50 cem Protein C der unter Ila beschriebenen Darstellung wurden 
in 15 Minuten bei 15000 Touren abzentrifugiert. Der Niederschlag 
wurde in H,O und Ammonsulfat gelést, bis die Sattigungskonzentration 
von Ammonsulfat 0,1 betrug (zusammen 80 ccm). Die klare Lésung 
wurde dann 30 Minuten bei 38 bis 40° gehalten und der entstandene 
Niederschlag scharf abzentrifugiert. Die Zeit des Erwairmens mubte 
in einem Vorversuch erprobt werden, da bei lingerem Erhitzen das 
Protein zerstért wird. Der abzentrifugierte Niederschlag wurde sofort 
gut gekiihlt und im Eisschrank in 30 ccm 0,2 gesattigter Ammon- 
sulfatsuspension aufbewahrt. Ein so hergestelltes Fermentprotein 
veresterte wohl noch anorganisches Phosphat mit Glykogen, konnte 
aber Cori-Ester in anorganisches Phosphat und Glykogen nicht mehr 
aufspalten, d.h. also, es ist eine Trennung des veresternden und auf- 
spaltenden Ferments erfolgt. AuBerdem ist aus Versuch 1 und 2 zu 
ersehen, daB die Veresterung des anorganischen Phosphats mit Glykogen 
nicht bis zur Einstellung des Gleichgewichts erfolgt, sondern von der 
st. 


-- 


absoluten Menge des Ferments abhangig 


Beispiele. 
1. 1,0cem Fermentprotein + 0,5 cem Gartest + 0,3cem m/10 Phos- 
phatlésung, pu 7 (2,35 mg P,O;) + 0,3cem 3 %iges Glykogen. 
2. 2,0cem Fermentprotein ; 
16 °Gige CO,/N,; 60 Minuten; 28°. 


1. Abnahme des anorganischen P,O,; .... 0,25 mg = 10,63 %. 
2. Abnahme des anorganischen P,O,; .... 0,42 mg = 17,86 °%. 


3. 1,0cem Fermentprotein + 0,5cem Gartest + 0,3cem Cori-Ester 
(2,70 mg P,O;) + 0,3 cem H,O. 
Zunahme des anorganischen P,O,; ....... 0,042 mg = 1,56 %. 
d) Versuch der Darstellung des hydrolysierenden Fermentproteins C. 
10 cem Fermentprotein C wurden 15 Minuten bei 15000 Touren 
zentrifugiert, der Niederschlag in H.O gelést bis die Ammonsulfat- 
konzentration 0,1 betrug und dann mit n/10 Essigsdure auf py 5.5 
gebracht. Gesamtfliissigkeitsvolumen 5ccm. Die Suspension wurde 
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20 Minuten bei 0° aufbewahrt und dann scharf abzentrifugiert (15 Mi 
nuten, 15000 Touren)). Mit der Lésung wurde diese Fallung zwei- bis 
dreimal wiederholt. In den Niederschlagen waren beide Fermente, in 
der Lésung blieb itiberwiegend das hydrolysierende. Beide Fraktionen 
wurden neutral tiber 0,1 gesattigtem Ammonsulfat im Eisschrank 
aufbewahrt. 


Beispiele. 


1. 1,0cem Fermentprotein + 0,5 ccm Gartest + 0,3 cem m/10 Phos. 
phat, px 7,7 (2,34 mg P,O;) + 0,3cem 3 %iges Glykogen; 60 Minuten; 
28°; 16 %ige CO,/N3. 


Abnahme des anorganischen P,O,: 


a) Fermentprotein des Niederschlags .... 0,29mg P,O,; = 12,40 %, 
b) Fermentprotein der Lésung .......... O,limge P.O, = 4,70 % 
2. 1,0cem Fermentprotein + 0,5ceem Gartest + 0,3cem Cori-Este 


(3,54 mg P,O,;) + 0,3cem H,O; 60 Minuten; 28°; 16 %ige CO,/Ng. 


a) Fermentprotein des Niederschlags : 


Zunahme des anorganischen P,O; ....... 3,02 mg = 85,3 % 
b) Fermentprotein der Lésung: 
Zunahme des anorganischen P,O,; ....... 3,10 mg = 87,5 % 


I. Uber die Gleichgewichtsreaktion: 
Anorganisches Phosphat + Glykogen 
<= Hexose-1-Phosphorsiiure (Cori-Ester). 


a) Lage des Gleichgewichts und Geschwindigkeit der Einstellung von 
beiden Seiten. 


Da sich der prozentuale Umsatz anorganisches Phosphat + Glykogen 
als Substrat und Protein C als Ferment unabhangig von der Konzentra- 
tion des Ferments erwies, es bildeten sich immer etwa 15°, Cori-Ester 
P,O;, konnte man vermuten, daB hier ein neues enzymatisches Gleich- 
gewicht vorlag derart, wie sie im Abbau der Kohlenhydrate éfter schon 
gefunden waren. Tatsachlich wird auch Hexose-1-Phosphorsaure in 
Gegenwart von Protein C zum gréBten Teil aufgespalten, etwa 85°, und 
zwar in anorganisches Phosphat und nicht, wie man erwarten kénnte, in 
Glucose, sondern Glykogen!. Es bilden sich also beide Ausgangspunkte 


6ffentlichung meiner Befunde in den Naturwiss. 27, 129, 1939 war mir eine 
Mitteilung von Schaffner und Specht, Naturwiss. 26, 494, 1938 unbekannt 
geblieben, die bei Einwirkung von dialysiertem Macerationssaft auf Cori- 
Ester auBer Bildung von Hexose-6-Phosphat Abspaltung von Phosphat und 
eine Rotviolettfarbung mit Jod beobachteten und schlossen ,,die Abspaltung 
von Phosphat scheint mit der Bildung von Substanzen parallel zu gehen, 
die mit Jod dieselbe typische rotviolette Farbung geben, wie sie fiir Glykogen 


1 Bemerkung zu A. Schaffner, Naturwiss. 27, 195, 1939. Bei der Ver- 
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zuruck, so daf hier ein echtes enzymatisches Gleichgewicht vorliegt. 
Bei fritheren Fermentversuchen mit dem Cori-Ester mubte dieses 
Gleichgewicht entgehen, weil es keine Moéglichkeit gab, die irre- 
versible Umwandlung Cori-Ester -—» Robison-Ester, die von Pro- 
tein B_ besorgt wird, zu verhindern. Die Einstellung des Gleich- 
gewichts, gemessen an der Zu- 
bzw. Abnahme des _ anorgani- 
schen Phosphats bei 28°, das 
von beiden Seiten mit gleicher 
Geschwindigkeit erreicht wird, ist 
in Abb. 1 gezeigt. Der Nach- 
weis des Glykogens wird in Ab- 


schnitt III d gefiihrt. a | | 
b) Das Gleichge wicht: A norgani- | ~ Pi ee ae 


sches Phosphat + Glykogen = 
Hexose-1-Phosphorsdure als 
monomolekulare Reaktion. 











— -— = 
Min 


p . F Abb. 1. I. Abnahme des anorganischen Phos- 

Trotzdem bei dieser Gleich- phats in Prozenten bei der Veresterung von 

oan ad . ey, | oe . Glykogen mit anorganischem Phosphat. — 
gewichtsreaktion drei Teilnehmer St Mhemtene Ges Cots Eetoaeaals bat 


vorhanden sind, verlauft die Ein- der Aufspaliung des Cori-Esters, ungespalten 
° ° 100%. 
stellung des Gleichgewichts doch 


a 


anorganisches Phosphat) 


é 
monomolekular. Es gilt k = — - In Tabelle | 


c (Cori- Ester) 
sind die K-Werte angegeben, die, ausgehend von anorganischem Phos- 
phat + Glykogen oder von Cori-Ester und auch von Gemischen von 


Tabelle I. 





Nach Gleichgewichtseinstellung 


Gesamt ora Glykogen a ~ An * lide 
7 — “| Cori-P,O; <2 ‘ 0 ro 
Versuch 0, mugegeben 7ugegeben po a ae Cori-P,0; | K-wert 
Nr. 10-2 mol. Oly mg gespalten 10 -2 mol. 10-2 mol. 
1 2,04 100 : 84,0 1,72 0,32 5,38 
2 4,05 62 64,1 3,36 0,69 4,88 
é 12,14 35,8 — 42,2 10,12 2,02 5,02 a) 
4 22,24 23,1 — 27,4 18,8 3,44 547 5°” 
5 2,04 100 18 83,5 1,71 0,33 5,17 
6 4,05 62,5 18 66,8 3,42 0,63 5,43 
7 22,24 22,8 18 42,5 19,35 2,89 6,67 


charakteristisch ist‘‘. Siehe auch Naturwiss. 27, 195, 1939. Diese Beob- 
achtung Schdffners kann nicht als Beweis einer reversiblen Synthese des 
Glykogens angenommen werden, oder gar als Isolierung des zugehérigen 
Enzyms. 
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beiden, welche nicht der Gleichgewichtskonstante entsprachen, nac| 
Kinstellung des Gleichgewichts berechnet werden konnten. Fir K be 
rechnete sich ein Durchschnittswert von 5,2 bei einer Gesamt-Phosphat- 
konzentration von 2,04-10-2 Mol bis 22,24-10-2 Mol. Wie man aus 
den Versuchen 5 und 6 sehen kann, beeinfluBt Glykogen die Gleich 
gewichtseinstellung nicht, obwohl es zur Veresterung von anorganischem 
Phosphat unbedingt nétig ist. Da das Glykogen in Lésung kolloida| 
ist, liegt es in einer anderen Phase vor. Dies ist eine gute Demon- 
stration fiir die kinetische Theorie der Massenwirkung. 


Der etwas abweichende K-Wert von Versuch 7 diirfte aus der 
+ nl . . 
Cherlastung des Ferments mit groBen Mengen anorganischen Phosphats 
und Glykogens zu erklaren sein. 


Eine Abhangigkeit des Gleichgewichts von der Temperatur, wie 
sie aus der Warmeténung der Reaktion nach der van ’t Hoffschen Iso- 
chorengleichung berechnet werden kann, wurde nicht beobachtet. 
Dafiir sind zwei Griinde verantwortlich: 

1. Aus der geringen Warmetoénung dieser Reaktion, die im nachsten 
Abschnitt beschrieben wird, berechnet sich eine so kleine Anderung 
des K-Wertes innerhalb physiologischer Temperaturen, daB sie ana- 
lytisch nicht mehr erfaBt werden kann. 


2. Das Ferment ist nicht stabil genug, um fiir langere Zeit (die 
Einstellung des Gleichgewichts dauert nahezu 60 Minuten) gréBere 
Temperaturschwankungen als + 10° um die tibliche Temperatur von 28° 
auszuhalten. 

c) Wédrmetinung der Gleichgewichtsreaktion. 

Eine grofBe Waiarmeténung war nach friiheren Messungen von 
O. Meyerhof' beim Abbau des Glykogens unter Zusatz von Natrium- 
fluorid im Muskelextrakt nicht zu erwarten. Dennoch konnte sie, da 
in diesem System keine Nebenreaktionen sich abspielen, einigermaben 
zuverlassig gemessen werden. Die Versuchsanordnung war dieselbe, 
wie sie von O. Meyerhof und K. Lohmann? bei der Spaltungsreaktion 
Hexosediphosphorsiure —<~ Dioxyacetonphosphorséure angegeben 
wurde. Gefunden wurde fiir die Veresterung eine negative Wiarme 
von 12,46 geal pro g H,POy, und fiir die Aufspaltung von Cori-Ester 
eine entsprechende positive von 11,63 geal pro g Hz,PO,4. Daraus be- 
rechnet sich eine Warmeténung pro Mol H,PO, fiir die Veresterung 
von — 1224 geal und fiir die Aufspaltung + 1141 geal. In Tabelle II 
sind die einzelnen Ergebnisse der Messungen zusammengestellt. 


1 O. Meyerhof u. Suranyi, diese Zeitschr. 191, 106, 1927. — ? O. Meyer- 
hof u. K. Lohmann, ebenda 273, 33, 1934; 275, 430, 1935. 
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Tabelle II. 

Ansatze. 1. Kontrolle: 20 cem Gartest, 20 cem Protein C, 4 cem 

P.O;. 

2, Ansatz fiir Veresterung: 20cem Gartest, 20 cem Protein C, 4 c¢cm 
m/2 P.O, Pipette 5cem 6 °,ige Glykogenlésung. 

3. Ansatz fiir Aufspaltung: 20 cem Gartest, 20 cem Protein C, 4 ccm 
H,O, Pipette 5cem Cori-Esterlésung. 

Temperatur 20°; ausgeblasen nach 70 Minuten ; Versuchszeit 60 Minuten. 
Fiir Wasserwert wurden 5 ccm angenommen. 





An- 
organisches Cori-Ps Os H,P 0, Gemessene es Prolg Pro 1 Mol 
zugesetzt. umgesetzt Temperatur- Gebildete H,P0, H3P0, 
zugesetzt anderung 
mg mg mg cal cal cal 


200 30,4 0,007 0,378 «12,4 1216 | 
204 33,6 0,009 0,486 he 12.46 1416 ' 1224 
204 34,6 0,007 0,378 10.6 | 1040 


14 126 | +0,027 1,460 11,60) 1140 | 
162 134 0.029 19565 11,65 | 248) yy qq y M4! 


d) Isolierung und Identifizierung der ber dieser Gleichgewichtsreaktion 
von beiden Seiten aus  entstandenen Produkte: Glykogen und 
Hexose-1-Phosphorsdure. 

A. Glykogen. 

5ecm Hexose-1-Phosphorséure mit 183mg P.O; und 20 cem Gartest 
wurden mit 20 ccm Protein C zusammengegeben und 1 Stunde bei 
289 gehalten. Nach EnteiweiBung mit 5,5cem 40°%iger Trichlor- 
essigsaure wurde das anorganische P.O, mit Mg-Mixtur und das Glykogen 
in schwach kongosaurer Lésung mit 3 Teilen Alkohol gefallt. Nach 
einigen Stunden Stehen wurde der Niederschlag abgetrennt, in 30 ccm 
Wasser gelést und in Kollodiumhiilsen 24 Stunden gegen destilliertes 
Wasser, das 6fter gewechselt wurde, dialysiert, bis die Lésung voll- 
kommen phosphatfrei war. Dann wurde das Glykogen wieder mit 
3 Teilen Alkohol gefallt. Es entstand zunichst eine milchige, kolloidale 
Lésung, die nach einigen Tagen Stehen im Eisschrank gut aus- 
flockte; 260 mg Substanz, exsikkatortrocken: berechnet fiir Glykogen- 
hydrat 465 mg, Ausbeute 55,9°. Daf es sich bei dieser Substanz 
wirklich um Glykogen handelt, kann durch folgende Tatsachen be- 
wiesen werden: 
1. Durch die Elementaranalyse, die auf C,H, 90, + H,O stimmt. 
Die Substanz gibt mit Jod die typische Citations, 
3. Sie gibt keine Zuckerreaktion, dagegen entsteht nach zwei- 
stiindiger Saurehydrolyse mit n H,SO, bei 100° mit 100 °,iger Ausbeute 
Glucose. 
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4. Die Drehung des polarisierten Lichtes bei kauflichem Leber 
glykogen und Glykogen aus Cori-Ester ist gleich. Leberglykoge: 


20 


[xlése1 = + 209°. Glykogen aus Cori-Ester [a]3{g, = + 210°. 


5. Die Substanz dialysiert nicht innerhalb 24 Stunden durch 
Kollodiumhiilsen. 

6. Bei Viskositatsmessungen nach Staudinger erhalt man_ ein 
Nspec 4. se oO Y ° 
derselben GréBenordnung. Leberglykogen = 0,88, Cori = 2,0. 
Wenn sich diese Werte auch nicht decken, so sprechen sie doch immerhin 
dafiir, daB hier ein hochpolymerer K6rper vorliegt. Fiir die bestehenden 
Unterschiede kann man vielleicht die ungleiche Zahl oder andersartige 
Anordnung der Glucosemolekiile verantwortlich machen. 

7. Das enzymatische Verhalten mit Protein C ist gleich dem von 
Leberglykogen, d.h. es verestert sich mit anorganischem Phosphat 
genau so wie Leberglykogen. 

Belege. 

1]. Elementaranalyse. 

Substanz: 4,015, 4,035 mg, CO, 5,905, 5,980 mg, H,O 2.390, 2.360 mg, 
C 40,21, 40,08 %, H 6,60, 6,54 %, 

C,H,.0; + H.O. Ber.: C 39,98 % H 6,71 %. 
Gef.: C 40,08 % H 6,54 %. 
C 40,21 % H 6,60 %. 


2. Riickstandsbestimmung. 


Substanz 52,098 mg, Riickstand 0,04 mg = 0,077 %. 


3. Zuckerbestimmung. Ausfithrung Shaffer-Somog yi. 

0,71 mg, 1,42 mg Substanz, vor der Saurehydrolyse 0,020, 0,034 mg 
Glucose, nach der Saéurehydrolyse 0,70, 1,40 mg Glucose. Auf Glykogen- 
hydrat berechnet sind das 98,7 %. 


4. Drehung des polarisierten Lichtes. 

Wegen starker kolloidaler Triibung konnte die Drehung nur in Schicht- 
dicken von 1 bzw. 2em gemessen werden. Zum Vergleich wurde Leber- 
glykogen (von E. Merck, Darmstadt, zur Bestimmung der Verbrennungs- 
warme besonders gereinigt. Aschegehalt 0,3 %) in denselben Schichtdicken 
gemessen. Lésungsmittel war Wasser. 

Glykogen aus Cori-Ester: 

Aes ¢ oe aes 9R0 mal) - ) 
l.c = 1,20% = 0,0994dm asyg, = + 0,289 [a]sgg, = + 199°. 
9 o ¢ oO =e ¢ . m20 20 ‘lie 9970 
2. ¢= 420% = 0,201) dm «.., = + 0,53 [a]}Fie. = + 220°. 

Leberglykogen: 

2 as oe. = 4 . 20 diiee . . 
lL. o= 1,22)% 0,0995 dm = as4e) + 0,299 [a]fae. = - 202°. 
‘ ee 9° 5 sae me 2 7 917 
2: Olen 822 OG 0,2011 dm — e546) + 0,53° [alegg, = + 217°. 





ber 


OE) 


Ag, 
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5. Viskositatsmessung nach Staudinger}, 


Zur Messung verwandt wurde das Stalagmometer nach Traube. Mittel- 
wert fiir die Durchlaufszeiten aus sechs Messungen (182 mg Substanz in 
15eem H,O gelést). 1. Fiir Glykogen aus Cori-Ester 208,3 Sek., 2. fiir 


Leberglykogen 192,8 Sek., 3. fiir Wasser 180,8 Sek. Daraus berechnet sich fiir 


t "Ns 

(gem = 1,15 baw. 1,066, sp 0,15 baw. 0,066; SP 2,0 bzw. 0,88. 
” ty c 
6. Enzymatisches Verhalten. 

1,0 cem Protein C + 0,5 cem Gartest + 0,3 cem m/10 Phosphat 


(2,40 mg P,O;) + 0,3cem 3 °%oiges Glykogen; 60 Minuten; 28°; 16 °Vige 
CO,/N,. Abnahme des anorganischen Phosphats: 1. Glykogen aus Cori-Ester 
0,362 mg P,O, = 15,1 %. 2. Leberglykogen 0,350 mg P,O, 14,6 ° 


o- 


B. Glucose-1-Phosphorsaure. 

136 ccm Protein C, 136 ccm Gartest, 81 cem m/10 Na-, K-Phosphat 
(pu7), 81 cem 3 %Giges Glykogen und 136 cem Wasser wurden zusammen- 
gegeben und 90 Minuten bei 28° gehalten. Nach EnteiweiBung mit 
57 cem 40° ,iger Trichloressigsiure wurde die neutralisierte Lésung 
(650 cem), die 65 mg 10-Minuten-P,O,; enthielt, auf 130 ccm eingeengt 
und der darin enthaltene Cori-Ester von den nicht umgesetzten groBen 
Mengen Glykogen durch Dialysieren in  Kollodiumhiilsen gegen 
destilliertes Wasser getrennt. Das Dialysat (875 cem), das noch 56 mg 
10-Minuten-P, O; (Cori- Ester) enthielt, wurde mit Ba-Acetat und 2 Teilen 
Alkohol gefallt. Der Niederschlag, der sich tiber Nacht im Eisschrank 
absetzte, wurde abgetrennt, in verdiinnter HCl kongosauer gelést, das 
mitgefallte Ba SO, abzentrifugiert und der Cori-Ester wiederum neutral 
als Ba-Salz gefallt. Das Ba-Salz wurde dann nach der friiher ange- 
gebenen Methode ins kristallisierte Dikaliumsalz umgewandelt. Aus- 
beute 34mg P.O; = 52.3%. Die Substanz stimmt in allen Eigen- 
schaften mit der aus Muskelextrakt dargestellten Hexose-1-Phosphor- 
siure tiberein. Ohne Saurehydrolyse gibt sie keine Zuckerreaktion, 
nach 10 Minuten n HCl Hydrolyse in 100 °%iger Ausbeute Glucose. 
Die Hydrolysenkurven beider Substanzen, die, um sie bei ihrer leichten 
Hydrolysierbarkeit besser vergleichen zu kénnen, mit n/100 HCl aus- 
gefiihrt wurden, verlaufen vollkommen gleich. Ebenso stimmt der 
P-Gehalt und die Kristallform des Dikaliumsalzes gut iiberein. 


Belege. 
P (kolorimetrisch): 3,124, 2,653 mg Substanz, 0,247, 0,210mg P, 
71,91 %, 7,938 % P, ber. 8,33°/, P. 
Zuckerbestimmung: Substanz mit 0,442 mg 10-Minuten-P,O,; ohne 
Hydrolyse 0,02 mg Glucose, nach 10 Minuten Hydrolyse 1,10 mg Glucose, 
berechnet 1,12 mg Glucose, 98,3 ° . 


1 Staudinger, Hochpolymere Stoffe, 8. 56, 1932. 
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Hydrolysenkurve n/100 HCI 100°, abgespaltenes P,O; nach Minuten 
1. Cori-Ester mit Protein C, 2. Cori-Ester mit Muskelextrakt dargestellt 

Zugegeben: 1. 0,293 mg P,O,, 2. 0,870 mg P,O;. 

Aufspaltung: nach 3 Minuten: 1. 0,124 = 42,3 %, 2. 0,159 = 43 °,: 
nach 5 Minuten: 1. 0,183 = 62,5 9%, 2. 0,215 = 58,2 °4; nach 10 Minuten 
1. 0,256 = 87,3 %, 2. 0,305 = 82,6%; nach 20 Minuten: 1. 0,293 = 100 %, 


2. 0,376 100 %. 


e) Zur Frage der Beteiligung eines Co-Ferments bei der 
Glykogenveresterung. 

Nach den Arbeiten der letzten 2 Jahre von verschiedenen Seiten 
besteht noch véllige Unklarheit dariiber, ob ein Co-Ferment, 
und welcher Art, bei der Glykogenveresterung notwendig ist. 1936 
vertrat Parnas, Ostern und Mann! die Auffassung einer Co-enzym- 
freien Glykogenphosphorylierung. 1938 schlossen sich noch Schdffne: 
und Specht? dieser Auffassung an. Nach Cori und Cori? ist Adenylsaure 
zur Veresterung notwendig. Spiter konnte Parnas‘ die Adenylsiure 
durch Inosinsiure ersetzen. L. P. Kendal und L. H. Stickland® hielten 
Adenylpyrophosphat fiir die wirksame Substanz, jedoch wurde diese 
Meinung von ihnen spiter wieder zuriickgenommen. F. Bauer, H. Euler 
und H. Lundsberg® finden, dal} Adenylpyrophosphat nicht direkt wirkt, 
sondern, da seine Wirksamkeit mit teilweise zersetzten oder nach 
K. Lohmann barytalkalisch verseiften Praparaten erreicht werden kann, 
durch spontan oder enzymatisch gebildete Zersetzungsprodukte. 
Und zwar geben sie der Adenylsiure eine zentrale Rolle. Die Wirkung 
der Inosinséure sollte durch langsame Reaminierung erfolgen, ebenso 
wie die zunehmende Wirkung der Co-Zymase nach alkalischer Behand- 
lung durch das Entstehen von Adenylsaure erklart werden kann. In dem 
nun hier vorliegenden System des Fermentproteins C ist ein dialysables 
Co-Ferment tiberhaupt nicht notwendig. Es erfolgt nach einer 103stiin- 
digen Dialyse des in 0,08 gesattigtem Ammonsulfat fein verriihrten 
Ferments in Kollodiumhiilsen gegen Ammonsulfat derselben Kon- 
zentration keine Schwachung weder der Aufesterung noch der Auf- 
spaltung (s. Tabelle III, Versuch 4 und 5). Zum Vergleich wurde Pro- 
tein A, das aus Macerationssaft zusammen mit einer 0,1 %,igen Adenyl- 
siurelésung gefallt wurde, ebenso behandelt. Die Adenylsdure hatte 
nach 3 Stunden schon 50 % und nach 6 Stunden vollstandig ihre Wirkung 
als Co-Ferment verloren. Die Co-Fermentwirkung wurde verfolgt an 


1 J.K. Parnas u. T. Baranowski, C.r. Soc. Biol. 120, 307, 1936; 

P. Ostern, J. A. Guthke u. J. Terszakowec, Zeitschr. f. physiol. Chem. 248, 
9, 1936. — ? Zeitschr. f. physiol. Chem. 251, 144, 1938. — * C. F. Cori, 
S. P. Colowick u. G. T. Cori, J. of biol. Chem. 121, 465, 1937; 1238, 375, 
1938. — 4 J. K. Parnas u. I. Mochnacka, C. r. Soe. Biol. 128, 1173, 1936. 
> Biochem. J. 82, 572, 1938. — ® Zeitschr. f. physiol. Chem. 255, 89, 1938. 
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Tabelle III. 


Versuchsansatz: 1,0 cem Protein C + 0,5 cem Gartest + 0,3 eem Cori- bzw. 
anorganisches P,0O; + 0,5cem_ sonstige Zusatze. 60 Minuten; 28°; 
16 %iges CO,/Ng. 





Phosphatzusatz Ab- Zu- 
mg P.O; nahme nahme 


Vorbehandlung A: Anorga- Sonstige anorga- Ver- | anorga- Aufspal- 
des Protein C nisches P.O; Zusitze nisches esterung nisches tung 


cog ponerlye. P.O; P.O; 
C: Cori-P, 0; mg 5 mg 0), 


Ohne Vorbe- 2,30 A 10mg Gly- 0,35 15,2 
handlung kogen 
Dasselbe 2,30 £ 50y Adenyl- 0,33 14,4 
saure P, O,; 
” 2,70 
103 Std. dialy- 10mg Gly- 0,36 
siert kogen 
Dasselbe 
10mg Gly- 
kogen, 
50; Adenyl- 
siure P,O, 
10 mal umge- 2,39 10mg Gly- 
fallt kogen 
Dasselbe 2,63 ¢ _ 
10 mal umge- 2,73 


fallt u. 5 Std. 
dialysiert 


dem Umesterungsvermégen von Phosphobrenztraubenséure auf Glu- 
cose. Wegen der Anwesenheit groBer Mengen Ammonsulfat konnte 
hier kein Amino-N mit Schmidt-Extrakt bestimmt werden. 

Ofteres Umfillen hat ebensowenig EinfluB wie langes Dialysieren 
(Versuch 7, 8,9). Protein C wurde zehnmal aus wasseriger Lésung mit 
Ammonsulfat bei einer Gesamtkonzentration von 0,2 gefallt, ohne dah 
die Veresterung des anorganischen Phosphats oder die Aufspaltung 
des Cori-Esters irgendwie gehemmt worden waren. Gibt man umgekehrt 
zu diesem Fermentsystem noch Adenylsiure hinzu, so erfolgt ebenfalls 
keine Beeinflussung der Gleichgewichtseinstellung (Versuch 2 und 6). 
Man hatte sich vorstellen kénnen, daB etwa die Lage des Gleichgewichts 
durch die Adenylsaiure zu verschieben gewesen ware. 


Diese Tatsachen lassen sich mit den bei dem vollstandigen Ferment- 


system gemachten Beobachtungen nicht in Einklang bringen. Auf 
alle Falle geht aus diesen Versuchen hervor, daB bei einer ausreichenden 
Menge von Protein C, das von den anderen Fermentproteinen abgetrennt 
ist, zur Veresterung und zur Aufspaltung ein Co-Ferment nicht not- 
wendig ist. Ein Vergleich mit der phosphatiibertragenden Rolle der 
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Adenylsiure wie im Falle der Phosphobrenztraubensiure kommt 
deshalb nicht in Frage. 

Kine denkbare Wirkung der Adenylsdure im Sinne einer Aktivierung 
des Ferments, bei Vorhandensein von so geringen Fermentmengen 
daB die vollstandige Einstellung des Gleichgewichts nicht erreicht 
werden kann, ware noch zu untersuchen. 


f) Veresterungsfahigkeit anderer Polysaccharide. 

Die Fahigkeit von Protein C, Glykogen mit anorganischem Phos- 
phat zu verestern, ist fiir dieses Polysaccharid nicht  spezifisch. Es 
gibt noch eine Reihe anderer Polysaccharide (s. Tabelle IV), die ebenso 
leicht verestert werden. Ausschlaggebend scheint zu sein, daB das 
Makromolekiil aus Glucosegrundmolekiilen zusammengesetzt ist, und 
daB die Koppelung der einzelnen Glucosemolekiile wie beim Glykogen 
erfolgt ist. Die Anordnung und Lange der anhydrisierten Glucose- 
ketten scheint bei dem betreffenden Polysaccharid nicht bestimmend 
zu sein. So wird z. B. Inulin, obwohl es ebenfalls ein hochpolymerer 
Zucker ist, aber aus Fructosemolekiilen besteht, nicht verestert. Ver- 
estert werden dagegen Starke und Starkeabbauprodukte bzw. Bestand- 
teile, wie Dextrin, Amylose, Amylopektin, Trihexosan und Dihexosan. 
Nicht verestert werden dagegen Zucker, die unter Aufnahme von Wasser 
bei der Spaltung des urspriinglichen Polysaccharids entstanden sind, 
wie Amylotriose und Amylobiose. Ebenso unangegriffen bleiben die 
von Pringsheim studierten, kristallisierten Dextrine oder Polyamylosen, 
wie Di-, Tri-, Tetra- und Hexaamylose!. Dieser Befund deckt sich 
mit einem friiher von O. Meyerhof2 bei der Milchséurebildung im Muskel- 


Tabelle IV. 
Veresterungsfahigkeit verschiedener Polysaccharide mit anorganischem 
Phosphat und Protein C. Ansatz: 1,0 eem Protein, 0,5 cem Gartest, 0,3 ccm 
3%iges Polysaccharid, 0,3cem Phosphat, PH 7 (2,13 mg P,O;). 90 Minuten; 
28°; 16 %iges CO,/Ng. 





| Abnahme Abnahme 
}} _ @nor- Ver- anor- Ver- 
Polysaccharid || ganisches  esterung Polysaccharid ganisches — esterung 
| P2Os P, 05 


| mg 96 mg 0/9 


Glykogen 0,31 14,6 
Starke 0,35 , 16,4 Triamylose 
Dextrin (kauflich) 0,33 15,5 Tetraamylose 
Amylopektin 0,36 16,9 Hexaamylose 
Amylose 0,33 15,5 Amylobiose ...... 


Trihexosan 0,36 16,9 Amylotriose...... 





1 H. Pringsheim, Naturwiss. 18, 1084, 1925. — * Diese Zeitschr. 178, 
462, 1926. 
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extrakt gemachten. Damals wurde mit denselben Polysacchariden, 
die sich mit Protein C verestern, eine Milchsaurebildung mit beinahe 
derselben Geschwindigkeit wie mit Glykogen gefunden. Da sich alle 
diese Polysaccharide zu Glucose-1-Phosphorsdure aufestern, ist es also 
modglich, auf dem Wege iiber das Gleichgewicht, diese hOheren Zucker 
auf enzymatischem Wege in Glykogen umzuwandeln. 


IV. Teilreaktion der Girung bzw. Glykolyse 
mit Gemischen von Fermentprotein © und den von O. Warburg 
dargestellten Fermentproteinen A und B. 
a) Garung. 
1. Gemische von A + C. 

Von O. Meyerhof, W. Kiessling und W. Schulz! ist friiher gefunden 
worden, da Protein A die Phosphatiibertragung von Phosphobrenz- 
traubensiure auf Glucose katalysiert. Wenn nun die neue Protein- 
fraktion C nur die spontane Veresterung von Glykogen und Phosphat zu 
Cori-Ester bewirkt und eine von Protein A ganz verschiedene Funktion 
hat, so mubte dies in einem Gemisch von A + C in Gegenwart von 
Phosphobrenztraubensaure und Glykogen bzw. Glucose zum Ausdruck 
kommen. Tatsachlich verschwand in Gegenwart beider Fermente, 
Glykogen und Adenylsaure, zugesetzte Phosphobrenztraubensaure nicht. 
In Gegenwart von Glucose erfolgte die bekannte Bildung von Hexose- 
mono- bzw. Hexosediphosphat. Denselben Effekt erhielt man natiirlich 
auch, wenn man statt von der Phosphobrenztranbensaéure von Adenyl- 
pyrophosphat ausging. 


Tabelle V. 


Ansatz: 1,0 cem Protein C + 1,0 cem Protein A (dargestellt nach O. Warburg 
ohne vierten Reinigungsschritt), 507 Adenylsaure, 1,0cem Gartest, 0,1icem 
m NaF, 0,3cem 3 %ige Glucose bzw. Glykogen, 0,3 cem Phosphobrenz- 
traubensiure bzw. Adenylpyrophosphat. 60 Minuten; 28°; 16° iges CO.) No. 





Abnahme 
des J.- Alkaliwert * 
mg P,0O; Wertes 


> ¢ 
Phosphatquelle Fuskae 


2,02 Phosphobrenztraubensaure Glykogen 0,02 0.10 
2.02 a Glucose 1,76 1,45 
1.97 Adenylpyrophosphat 7 Min. Glykogen 0,06 
1,97 ms Dix Glucose : 1,38 


* = ” NaOH 3Min., 100°C. 
7] 


Diese Funktionsverschiedenheit von A und C konnte man auch im 
vollstandigen Fermentsystem nachweisen, wenn man in dem oben be- 


' Diese Zeitschrift. 292, 25, 1937. 
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schriebenen Ansatz die Veresterung von anorganischem Phosphat durcl; 
Zusatz von Phlorrhizin (m/75) unterband. Es fand im undialysierten 
Extrakt aus Macerationssaftpulver, wie Abb. 2 zeigt, bei Zusatz 
von Glykogen die normale, langsame carboxylatische Spaltung dey 

















0 
Min 
Abb. 2. Ansatz wie in den Versuchen der Tabelle VI, bei Phlorrhizinversuchen statt 0,6 H, O 
0,6cem m/30 Phlorrhizin. 
I. @——e Phosphobrenztraubensiure ohne Phlorrhizin und ohne Glykogen. 
il. Oo—O oh mit Phiorrhizin und mit Glykogen. 
* ohne Phlorrhizin und mit Glykogen. 
IV. x——» ~ ohne Phlorrhizin und mit Glucose. 


Phosphobrenztraubensaure statt, wahrend ohne Phlorrhizin eine viel 
raschere Spaltung erfolgte, die nicht ganz dieselbe Geschwindigkeit 
wie bei Zugabe von Glucose erreichte. Verfolgte man nun ohne 
Phlorrhizin die Phosphatbilanz in den ersten Minuten (Tabelle V1), so 
sah man, daB nach 5 Minuten fast keine Phosphobrenztraubensaure 
verschwunden war, wahrend schon 0,60 mg anorganisches Phosphat 
verestert waren. Wie man aus dem 10 Minuten-P,O, sehen kann, war 
dieser Teil des anorganischen Phosphats Cori-Ester geworden. Nach 
15 Minuten ist die Abnahme des J,-Wertes gleich der Halfte der 
Abnahme des anorganischen Phosphats. Neu hinzugekommen ist 
der Alkaliwert. Es lag also ein Gemisch von Hexosemono- bzw. 
Diphosphat und Cori-Ester vor. Nach 60 Minuten ist die Summe der 
Abnahme des anorganischen Phosphats + der Phosphobrenztrauben- 
siure — der Zunahme des Alkaliwertes. Es war zum gr6éBten Teil 
Hexosediphosphat gebildet. Cori-Ester war nach dieser Zeit praktisch 
nicht mehr nachzuweisen. Nach langeren Zeiten (120 Minuten) stimmen 
diese Verhaltnisse wegen untibersehbarer Nebenreaktionen (Phosphatase- 
wirkungen usw.) nicht mehr iiberein. 
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Tabelle VI. 
Ansatz: 0,5 cem Macerationssaftpulver, 0,2 cem Phosphobrenztraubensaure 
2,14mg P,O;), 0,2cem 3 %iges Glykogen, 0,10ccm m NaF, 0,6 cem H,O. 
Macerationssaft 30 Minuten mit Jodessigsdiure 1: 1000 vergiftet. 28°; 
5 %iges CO,/No. 





Abnahme des Zunahme des 
anorganischen mit J, aufspaltbaren | mit Alkali aufspaltbaren 10 Min. ** 
PLO; 2 O5 > O; * P.O; 
mg mg | mg me 
— 0,60 0,06 0,13 0,53 
— 0,82 0,42 0,44 0,66 
— 0,90 0.81 1.39 0,10 
— 1,40 1,41 1,59 0,30 


" NaOH, 3Min., 100°C. ** (10 Min. + Jy) — Jp. 


2. Gemische von C+ B. 

Cori-Ester wird von Protein B irreversibel zu Robison-Ester um- 
gelagert. Dieses Ferment katalysiert auch diese Umlagerungsreaktion 
neben den anderen der Garung bzw. Glykolvse. Gibt man infolge- 
dessen zu  Glykogen + anorganischem Phosphat ein Gemisch 
der Fermente B + C, so erfolgt fast keine Bildung von Hexose- 
1-Phosphorsaure (s. Beispiel) und keine Einstellung des Gleichgewichts, 
sondern nur Bildung von Hexose-6-Phosphorsiéure, die aus dem Alkali- 
wert, der etwa 60°, des veresterten anorganischen Phosphats betragt, 
zu erkennen ist. 

Beispiel. 

10cem Protein C + 1,0 cem Protein B + 0,5cem Gartest +- 0,3 cem 
m/10 Phosphat (2,61 mg P,O,). 

60 Minuten; 28°; 16 %iges CO,/No. 

Abnahme des anorganischen P,O,; 1,55 mg, Zunahme des 10 Minuten 
P,O,; 0,238 mg, Zunahme des Alkali P,O; = 0,72 mg. 


Fiigt man zu diesem System noch Acetaldehyd, Na F, Co-Zvmase 
und Adenylpyrophosphat, so erfolgt im Prinzip derselbe Umsatz, 
wie er von O. Meyerhof, W. Kiessling und W. Schulz’ fiir Glucose und 
Protein B beschrieben wurde, es entsteht durch Oxydoreduktion Alkohol 
und Phosphoglycerinsaure, die sich an der ausgetriebenen CQO, infolge 
des Auftretens einer neuen Séurevalenz bemerkbar macht. In Abb. 3 
ist der Umsatz aufgetragen. Die Geschwindigkeit des Umsatzes mit 


Glykogen im Vergleich zu Glucose war zwar wesentlich langsamer, 
aber das mag seinen Grund in der relativ langsamen Bildung von 
Cori-Ester mit Protein C aus dem Polysaccharid und anorganischem 
Phosphat haben, der ja dann erst nach der Umlagerung zu Hexose- 


1 Diese Zeitschrift. 292, 25, 1937. 
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§-Phosphorsaure zu Hexosediphosphat aufgeestert werden kann. Mit 
Protein B allein war bei Glykogen + anorganischem Phosphat, wie zu 
erwarten war, kein Umsatz zu erzielen, wahrend bei Glucose das Gir- 
system schon vollstandig ist. Protein C allein gibt weder mit Glucose 
noch mit Glykogen eine Garung. 





crrum 





LH 











120 


Min 


Abb. 3. Ansatz: 1,0 cem Protein C bzw. 2,0 cem Protein C + B, 0,75 cem Girtest (nach Warbura), 
5 mg Acetaldehyd, 0,2 mg Hexosediphosphat (P,0;), 25 7 Adenylpyrophosphat-P,0,;, 100 ; 
Cozymase als Substanz, m/30 NaF, 0,3 ccm 3 °/oiges Glykogen bzw. Glucose. 28°; 5° gige COo/No. 


I. @——@ Glykogen + Protein C. 
Il. O——© Glucose + Protein C. 
It. O (J Glykogen + Protein B. 
Vs 2 A Glucose + Protein B. 
¥v. + Glykogen + Protein C + B. 
i. >» ~ Glykogen + Protein C (aus Muskel) + B. 
b) Glykolyse. 

Mit Protein C, hergestellt aus zerkleinerter Muskulatur, lieBen sich 
in Gemeinschaft mit Protein A oder B aus Hefe im Prinzip dieselben 
Reaktionen durchfiihren. In Abb. 3, Kurve 6, ist z. B. mit Protein C + B 
derselbe Veresterungs- und Oxydoreduktionsversuch aufgetragen, wie 
erin Kurve 5 mit C aus Hefe ausgefiihrt wurde. Ein Gemisch Protein C 
aus Muskel und A aus Hefe verhielt sich ebenso wie das entsprechende 
mit beiden Proteinen aus Hefe. Es wird Phosphobrenztraubensaure auf 
Glykogen nicht umgeestert, wohl dagegen auf Glucose. In einem 
Ansatz, wie er in Tabelle V beschrieben ist, wurden mit Protein C aus 
Muskel und Protein A aus Hefe mit 2,42 mg Phosphobrenztraubensaure 


nur 0,16 mg P,O, bei Glykogen, dagegen 1,65 mg bei Glucose verestert. 
Der Fall C + A aus Muskel konnte nicht untersucht werden, weil es 
noch nicht gelang, Protein A aus Muskulatur auf dieselbe Weise zu 


isolieren wie aus Hefe. 
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Fiir das vollstandige Fermentsystem in nichtdialvsiertem Muskel- 


extrakt scheinen die Verhaltnisse ahnlich zu liegen wie beim Macerations- 
saft. Ohne Phlorrhizin war nach 30 Minuten mit Extrakt aus Pulver 
yon Kaninchenmuskel (Tabelle VIL, Versuch 1 und 2) ebenfalls soviel 
anorganisches Phosphat verestert, wie Phosphobrenztraubensiéure ver- 
schwunden war, unter gleichzeitiger Bildung der doppelten Menge an 
Hexosediphosphat (bezogen auf P,O;). Nach 60 Minuten war zwar der 
Schwund an Phosphobrenztraubensaure gréBer als die Abnahme an 
anorganischem Phosphat, wahrscheinlich ist hier riickwarts, infolge 
Versagens der Fluoridsperre eine Bildung von Phosphoglycerinsaiure 
erfolgt. Die Abnahme des anorganischen Phosphats jedoch betragt 
wieder die Halfte des Alkaliwertes, also die Halfte des gebildeten Hexose- 
diphosphats. Mit Phlorrhizin erfolgte erwartungsgemaif eine starke 
Hemmung der Veresterung von anorganischem Phosphat (Tabelle VII, 
Versuch 3 und 4). Nach 30 Minuten war auber einer teilweisen Spaltung 
der Phosphobrenztraubensaure praktisch nichts geandert, nach 90 Mi- 
nuten trat, wenn auch kleiner als ohne Phlorrhizin, ein Alkaliwert auf, 
der fast ebenso gro} war wie die Abnahme der Phosphobrenztrauben- 
siure. DaB hier die zweite Méglichkeit, namlich die einer direkten Uber- 
tragung des Phosphats von der Phosphobrenztraubenséiure auf das 
Glykogen vorliegt, ist nach den Versuchen mit den isolierten Proteinen 
A + C, bei denen von der Phosphobrenztraubensaure aus auf Glykogen 
keine Umesterung erfolgte, nicht sehr wahrscheinlich. Eher besteht die 
Moéglichkeit, daB in diesem Falle infolge unvollstandiger Phlorrhizin- 
vergiftung doch anorganisches Phosphat zur Veresterung gelangte und 
daB dieses wegen anderer, nicht kontrollierbarer Nebenreaktionen, 
phosphatatischer Aufspaltung usw., analytisch nicht zu erfassen war. 
Diese Vorginge konnten aus aduferen Griinden nicht mehr geklart 
werden. 


Tabelle VIL. 


Ansatz: 1,0cem Kaninchenmuskelextrakt (aus Muskelpulver hergestellt), 
0,2 cem 5,2 %iges Natriumbicarbonat, 0,2 cem Phosphobrenztraubensaure 
(1,89mg P,O,), 0.8cem 3° iges Glykogen, 0,10cem m NaF, 0,75 cem m/30 
Phlorrhizin bzw. 0,75 cem H,O. Jodessigsiurevergiftung 1: LOOO, 
30 Minuten; 5 °,iges CO,/Ny. 





Abnahme des Zunahme des 


Versuch Phlorrhizin anorganischen mit J. spalt- mit Alkali spalt- 
P, O. baren P.O. baren P, O, 


Nr. ’ mg mg mg 


o é 0,37 0,35 
— 0,56 1,04 
m 100 0.05 0,35 
m/ LOO O15 0,69 
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Diskussion. 
Aus diesen Befunden geht unzweifelhaft hervor, daB die Ver 
esterung des Glykogens mit anorganischem Phosphat von Fermenten 


besorgt wird, die mit den, den weiteren Verlauf der Gaérung bzw. Glyko. 
lyse katalysierenden Fermenten nicht identisch sind. An diesem ersten 
Schritt der Garung und Glykolyse mit Glykogen als Substrat sind 
offenbar zwei Fermente beteiligt, die sich trennen lassen. Nach den 
experimentellen Daten koppelt das eine die Phosphorsiure mit dem 
Glykogen unter Bildung des «-Glucosids, Hexose-1-Phosphorsaure, und 
das andere spaltet diese Saure in Glykogen und Phosphorsaure wieder 
auf. Beide Vorgange zusammen ergeben das Gleichgewicht : Glykogen 
+ anorganisches Phosphat —~ Hexose-1-Phosphorsiure. Der genauere 
Mechanismus dieser Gleichgewichtsreaktion ist noch unklar. Vielleicht 
sind noch andere nicht enzymatische Faktoren beteiligt, damit. sich 
das Gleichgewicht unabhaingig von der Konzentration der beiden 
Fermente einstellen kann. Man kénnte auch vermuten, daB die Bildung 
des Cori-Esters iiber einen Zwischenester verlauft, der als labiles 
Zwischenprodukt bis jetzt nicht gefaBt werden konnte, etwa in dem 


—_— 
soe 


Ester, so daB sich das beobachtete Gleichgewicht in Wirklichkeit aus 
zwei Gleichgewichten zusammensetzt. Da die Glucosidbildung fiir 
Glykogen nicht spezifisch ist, sondern bei einer Reihe hochmolekularer, 
anderer Polysaccharide ebenso méglich ist, wenn sie nur, wie das Ver- 
sagen der Phosphorylierung beim Inulin gezeigt hat, Glucose als Grund- 
molekiil enthalten, und da die Anzahl und die raumliche Anordnung 
der anhydrisierten Glucosemolekiile keine Rolle spielen, so erhalt 
dadurch die Vorstellung von Parnas, dal} die Phosphorsiure ohne 
vorherige Hydrolyse des Polysaccharids in das Makromolekiil ein- 
geschoben wird, eine starke Stititze. Weiter spricht auch fiir diese 
Vorstellung noch, daB es nicht gelungen ist, als erstes Umesterungs- 
produkt von Phosphobrenztraubensiure auf Glucose Glucose-1-Phos- 
phorsiure abzufangen, sondern daB mit Hilfe von Protein A diese 
Umesterung nur unter direkter Bildung von Hexose-6-Phosphorsaure 
moglich war. Die Glucosidbildung erfolgt eben nur von einem ganz 
bestimmten Ferment, und zwar einem Bestandteil der Fermentprotein- 
fraktion C. 

Bei dem Gleichgewicht: Anorganisches Phosphat + Glykogen 
== Hexose-1-Phosphorsaure, dessen Einstellung monomolekular erfolgt., 
ist die Tatsache sehr interessant, daB im zellfreien Extrakt das Glykogen 


Sinne Glykogen + anorganisches Phosphat — Zwischenester Cori- 


als Kolloid sich mit den ionogen gelésten Substanzen nicht an der 
Einstellung des Gleichgewichts beteiligt, obwohl es als Reaktionsteil 
nehmer vorhanden sein mu. Darin ist eine schéne Bestatigung des 
Gesetzes der chemischen Massenwirkung zu sehen. Wenn dieser Vorgang 
im intakten Muskel sich so abspielte wie im zellfreien Extrakt, so ware 
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daraus zu folgern, da bestimmend fiir den Ablauf der Milchsaure- 
: c (anorganisches Phosphat) 
hildung nur das Verhaltnis A ——- : 5,2 ware 
c (Cori- Ester) 
und nicht die Menge des vorhandenen Glykogens. Die grofe Bedeutung 
der Phosphorsaureester fiir die Glykolyse tritt damit wieder einmal 
klar zutage. 

Eine weitere Bedeutung des Gleichgewichts ist darin zu erblicken, 
daB es der Zelle auf diese Weise leicht méglich ist, ahnlich gebaute 
Polysaccharide, vor allen Dingen pflanzliche Starke, in Glykogen umzu- 
wandeln. 

An den Anfang des Schemas der zellfreien Glykolyse und der 
zellfreien Garung, soweit es sich um den Umsatz von Glykogen handelt, 
sind nun folgende Reaktionsgleichungen zu setzen: 


(Phosphorsaure),, 4- Glykogen — (Hexose-1-Phosphorsaure),,, 
(Hexose-1]-Phosphorsaure),, —- (Hexose-6-Phosphorsaure),,. 


Von der Hexose-6-Phosphorsaure aus erfolgt dann der bekannte weitere 
Abbau. 

Setzt man ferner bei der zellfreien Glykolyse voraus, da} das 
Glykogen die Kohlenhydratquelle ist und akzeptiert man die obigen 
Gleichungen, so miiBte sich, da das Glykogen pro Mol Glucose 1 Mol 
Phosphorsaure verestert, bei der Gesamtphosphatbilanz |, Mol Hexose- 
diphosphat tiber die Harden- Youngsche Gleichung hinaus anhaufen. 
Da dies normalerweise nicht beobachtet wird, sollte also im Verlauf 
des Kohlenhydratabbaus noch eine Méglichkeit gegeben sein, bei der 
ungefahr die dquivalente Menge Phosphorsaiure frei wird. Es liegt 
nahe, dabei an den Zerfall der Kreatinphosphorsiure zu denken, die 
ja bei der Oxydoreduktion, wie O. Meyerhof, W. Schulz und Ph. Schuster! 
gezeigt haben, entstehen kann. Fiir die Garung folgt daraus, da der 
normale Verlauf nicht vom Glykogen aus, das nach Wiilstdtter? als 
Primarreaktion aus Glucose entstanden sein sollte, erfolgt, denn bei 
der Garung mit Zusatz von Glykogen statt Glucose erfolgt tatsachlich 
eine Anhaufung von Hexosediphosphat weit tiber die Harden- Youngsche 
Gleichung hinaus. Weiterhin ist bei der Garung wegen Fehlens des 
Kreatins der Phosphatausgleich durch Zerfall etwa gebildeter Kreatin- 
phosphorsiure nicht gegeben. 

Die Co-Fermentfrage endlich mu®B man dahin beantworten, da’ 
ein Co-Ferment nach allen bis jetzt gemachten Erfahrungen in diesem 
isolierten Fermentsystem nicht erforderlich ist und daB ein Mechanismus 
eines direkt phosphatitibertragenden Co-Ferments im Sinne der Um- 


yhosphoryvlierung von Phosphobrenztraubensadure auf Adenylsaure nicht 
I I : £ I ) 


1 Diese Zeitschr. 293, 309, 1937. — ? R. Willstdtter u. M. Rohdewald, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 247, 269, 1937. 
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vorliegt. Dab die Gleichgewichtseinstellung ein Co-Ferment nic! 
bendtigt, paBbt gut zu den anderen Gleichgewichtsreaktionen, die ja 
auch alle keines Co-Ferments bediirfen. Worauf im Falle des vol!- 
standigen Fermentsystems bei ausdialysierten Extrakten die akti 
vierende Wirkung der Adeninnucleotide, vor allem der Adenylsiure, 
beruht, kann vorlaéufig nicht erklart werden. 
Ich danke den Angestellten des Instituts, vor allen Dingen Herrn 
K. Barthelmess und Herrn W. Gerlinger, fiir ihre Hilfeleistung bei den Ve: 
suchen. 
Zusammenfassung. 


1. Es wird die Gewinnung einer Fermentproteinfraktion (C) aus 
Macerationssaft und Muskelextrakt beschrieben, die anorganisches 
Phosphat mit Glykogen zu Hexose-1-Phosphorsaure verestert. 

2. Zwischen Ausgangs- und Veresterungsprodukt besteht mit Hilfe 
dieses Fermentprotein C ein enzymatisches Gleichgewicht : 

Anorganisches Phosphat + Glykogen == Hexose-1-Phosphorsaure. 

3. Dieses Fermentprotein C laBt sich in zwei Fraktionen zerlegen, 
deren Darstellung ebenfalls beschrieben wurde, ein phosphorylierendes 
Ferment und ein hydrolysierendes Ferment. 

4. Die Gleichgewichtseinstellung erfolgt nach monomolekulare: 
Reaktion. Der K-Wert = 5,2. Das Glykogen ist als Kolloid in einer 
anderen Phase und beteiligt sich nicht an der Gleichgewichtseinstellung. 

5. Die Isolierung und Identifizierung der durch dieses Gleich- 


gewicht von beiden Seiten aus gebildeten Substanzen: Glykogen und 
Hexose-1-Phosphorsaure wird beschrieben. 
6. Die Warmeténung dieser Gleichgewichtsreaktion betragt 
1200 cal pro Mol Phosphorsaure fiir die Veresterung und diesel be 
positive Warme fiir die Aufspaltung. 


7. Weder die Veresterung noch die Gleichgewichtseinstellung be- 
diirfen in diesem isolierten Fermentsystem eines Co-Ferments. 

8. Das Veresterungsvermégen dieses Ferments ist fiir Glykogen 
nicht spezifisch. Es werden eine Anzahl anderer Polysaccharide auf- 
gefiihrt, die ebenso zu Hexose-1-Phosphorsaure verestert werden. 

9. Bei Gemischen dieser Proteinfermentfraktion mit den von 
O. Warburg dargestellten Fermentproteinen A und B erhalt man von 
Glykogen aus im Prinzip dieselben Teilreaktionen wie mit den beiden 
letzteren allein, wenn statt von Glykogen von Glucose oder Hexose- 
monophosphat ausgegangen wird. 





Die Wirbellosen und Ascorbinsiiure (Vitamin (). 
Von 
E. Nespor und K. Wenig. 
(Aus dem physiologischen Institut der medizinischen Fakultaét und dem 
Institut fir allgemeine Zoologie der naturwissenschaftlichen Fakultat der 
Karls-Universitat in Prag.) 


(Eingegangen am 15, Juni 1939.) 


Die Frage, ob das Vitamin C fiir die Wirbellosen einen unentbehr- 
lichen Bestandteil der Nahrung bildet, ist zur Zeit nur bei den Insekten 
experimentell gepriift worden, und zwar von Wollmann, Giroud und 
Ratsimamanga (15), Frost, Herms und Hoskins (5), Bacot und Harden (1) 
und Moskalenko (12), die zu dem Ergebnis kamen, daB die untersuchten 
Arten kein Vitamin C in ihrer Nahrung brauchen. Daf} jedoch in den 
‘ vorhanden sein soll, 
dariiber berichten einige Autoren, wie van Eekelen, B. und H. v. 
Euler (3) (4), v. Ludany (8) und Oya und Hirosava (13). Am griind- 
lichsten befaBten sich mit dieser Frage Giroud und Ratsimamanga (6) 


Organen verschiedener Wirbelloser Vitamin ( 


und fanden bei verschiedenen Wirbellosen einen ganz iiberraschend 
hohen Vitamin C-Gehalt, so z. B. im Hepatopankreas von Octopus 
vulgaris 1,3 mg g, in demselben Organ von Microcosmus sulcatus 0.5 mg, 
in den Geschlechtsorganen von Dytiscus marginalis 047mg g usw. 
AuBerdem fanden Randoin (14) und Marchi (9) bei verschiedenen 
Mollusken durch Verfiitterung an skorbutkranke Meerschweinchen eine 
deutliche antiskorbutische Wirkung. 

Alle diese obengenannten Ergebnisse sind mit den chemischen 
Methoden (vorwiegend mit der Methode von Ti/mans mit 2,6-Dichlor- 
phenolindophenol) erhalten worden. Es zeigte sich jedoch, daB diese 


Methoden nicht so streng fiir die Ascorbinséure spezifisch sind, wie man 


friiher annahm. 

Wir nahmen uns deshalb vor, den Ascorbinsduregehalt  ver- 
schiedener Wirbelloser mit der Methylenblaumethode von Martini und 
Bonsignore (11) zu iiberpriifen, die man fiir eine der besten Methoden 
zum Feststellen der Ascorbinsaure halt. 


Aus gréBeren Tieren (z. B. Astacus, Helix usw.) praparierten wir die 
einzelnen Organe heraus, wogen sie an der Torsionswaage und zerrieben sie 
mit eisenfreiem Meersand in 8 © iger Trichloressigsiure. Von kleineren 
Tieren (wie z. B. Daphnien) wurde eine gréBere Menge abgewogen und 
gleichfalls zerrieben. Die Extrakte wurden zentrifugiert, nach Bedart auch 
noch filtriert und mit 8 °,iger Trichloressigsaéure auf 12 oder 25 cem verdiinnt. 
Bei der Methode von Martini wurde zu 5cem Organextrakt 2 cem Citrat- 
puffer und 0,5 cem Natriumthiosulfat (s. die Originalvorschrift) zugesetzt. 
Beide Lésungen wurden immer frisch hereitet. Nach dem Zusatz von 
Methylenblau, dessen Titer vorher festgestellt worden war, wurde die Probe 


5* 
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im Reagensglas mit einer 1000-Watt-Osram-Nitragliihbirne beleuchtet. A}- 
Kontrolle bei klaren Lésungen dienten 5 cem 8 °,ige Trichloressigsaure, 21; 
der die gleichen Reagenzien wie zu der Analysenprobe zugesetzt wurde: 
Bei gefarbten Extrakten gaben wir zu 5 ccm desselben 2 ccm Citratpuffer, 
0,5cem Thiosulfat und 0,2 cem Methylenblau. Diese Kontrolle wurde im 
Dunkeln belassen und immer nur ganz kurz fiir den Vergleich der Farber, 
intensitat dem Licht ausgesetzt. 

In vielen Fallen fiihrten wir zur Kontrolle noch die Titration nach 
Tilmans an 10 cem Organextrakt in 8 °,iger Trichloressigséure durch. Wir 
titrierten bis zur eben wahrnehmbaren Farbung, die 1 Minute konstant 
bleiben muBte. Von den erhaltenen Zahlen sind nun die Werte abgezogen, 
welche durch Titration von 10cem 8 °jiger Trichloressigsaure erhalten wurden 

Die Resultate sind in der Tabelle zusammengestellt. 

Aus unseren Analysen geht hervor, daB mittels der Methode von 
Martini und Bonsignore deutliche Ascorbinséuremengen nur in der 
Leber des FluBkrebses und weiterhin in Verdauungstraktus und Nieren 
von Weinbergschnecken gefunden wurden. 

Der Wert in der Krebsleber ist von der Nahrung abhangig, denn bei 
hungernden Tieren sinkt derselbe vom Normalzustand 0,21 mg/g bis 
auf Null. Gleiche Ergebnisse hatten wir in Niere und Darmtraktus 
von Helix. In Extrakten aus der Leber dieser Tiere war der Ausfall 
der Reaktion immer negativ, und zwar auch wenn der Schnecke einen Tag 
vorher Ascorbinsaure (10 mg) injiziert wurde. Im Verdauungstraktus 
beobachteten wir in diesem Falle eine ahnliche Steigerung der Werte 
wie sie bei den Wirbeltieren nach Ascorbinséureinjektion erhalten 
wird (7). , 

Mit der Methode von Tilmans erhielten wir viel kleinere Werte als 
die anderen Autoren. Vielleicht laBt sich dieser Unterschied durch einen 
verschieden hohen Ascorbinsaéuregehalt der Nahrung der Wirbellosen 
erklaren. 

Unsere Analysen zeugen dafiir, daB Ascorbinsiure nicht immer 
in den Organen und Geweben der untersuchten Wirbellosen vorhanden 


sein muB. Offenbar ist sie fiir Evertebraten belanglos und _passiert 
ihren K6rper nur passiv. Wir kénnen deshalb der Ansicht von Bourn: 
und Allen (2) nicht zustimmen, daB die Ascorbinsiure ein integraler 


Bestandteil jeder Lebendsubstanz sei. 


Zusammenfassung. 

Es gelingt nicht nach der Methode von Martini und Bonsignore 
im Gewebe verschiedener Wirbelloser Ascorbinséiure nachzuweisen 
Nur in der Leber von Potamobius astacus, sowie in Darmtraktus und 
Niere von Helix pomatia wurden meBbare Werte gefunden, welche 
offenbar vom Ascorbinsauregehalt der Nahrung abhangig sind. Wir 
glauben deshalb, daB die Ascorbinséure im Haushalt der Wirbellosen 
keine physiologische Bedeutung hat. 





Wirbellose und Ascorbinséure (Vitamin C). 





Ascorbinsaduregehalt in mg g 


Tier und Organ 


Martini 


Lumbricus terrestris 
Anodonta cygnea, Hepatopankreas 
Planorbis corneus 


Helix pomatia. 


Hepatopankreas: 


i ie ta Le a eat 
1 Woche hungernd 

3 Wochen hungernd 

nach Injektion von Ascorbinsaure 


Verdauungstraktus : 
gefiittert 0,03 
1 Woche hungernd 0,016 
3 Wochen hungernd 0 
nach Injektion von Ascorbinséure ++4 
Niere: 
gefiittert 
1 Woche hungernd 
3 Wochen hungernd 
nach Injektion von Ascorbinsaure 
EiweiBdriise: 
gefiittert 
1 Woche hungernd 
3 Wochen hungernd 
nach Injektion von Ascorbinsaure 
FuB: 


gefiittert 
1 Woche hungernd 
3 Wochen hungernd 


Potamobius astacus. 
Hepatopankreas: 
gefiittert 
3 Tage hungernd 
30 Tage hungernd 
Verdauungstraktus: 
gefiittert 
3 Tage hungernd 
30 Tage hungernd 
Kieme: 
gefiittert 
3 Tage hungernd 
30 Tage hungernd 
Abdominalmuskeln: 
gefiittert 
3 Tage hungernd 
30 Tage hungernd 


der frischen Substanz 


Tilmans 


0,02 
0,016 
0 


0,025 
0,020 
0 
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Ascorbinsdiuregehalt in mg g 


Ts ry frische Ss stanz 
Tier und Organ der frischen Substanz 





Martini Tilmans 
CGeschlechtsorgane (mannliche): 
PRR rate coi hitepel tlio kro Oe Walesa cB area 8 < eats 0 0 
Se 0 0 
BO Tage HUNGER c2.o86i oc aks ae ce Same ee ee 0 0 
Geschlechtsorgane (weibliche): 
Ree ms yes SE kan die Io tarn'o ng Aveliiahacinaio Sires a 0 0 
Se Ty 1: rn 0 0 
Ue 0) 0 
PROG 6.509 Saale Sto hnewnds drlekemieememesn - 0 
DIE GE 6.6 66k OLeie asin ewe As doce’ 0 0 
Tenebrio molttor (Larven) ...........ccceceees . 0 0 
Oryctes nasicornis : 
V GEOR WUNMBUPRICOUB S50 6sses 55 oie. 050d Selec bbteene 0 0 
Die iibrigen weichen Bestandteile des Kérpers . . 0 0 
Dixippus morosus: 
VGEMIGUINAOOTAKOUS 5 oc. iooie en ckaeeececkveoees 0 0 
BOR i hte ig Sv creas cathe aysestsslas to bs athe apw ss arala ir Riairantassh ane 0 0 





beRKE SE Kew ee SoU RESO wes (0) 


Die Zahlen sind die Durchschnittswerte von 4 bis 6 Messungen. 
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Darstellung und Charakterisierung 
von Aucubamosaik -Virus. 
7 Von 
FE. Pfankueh und G. A. Kausehe. 


(Aus der Biologischen Reichsanstalt fiir Land- und Forstwirtschaft, 
Berlin-Dahlem. ) 
(Eingegangen am 19. Juni 1939.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


In unserer ersten Mitteilung (1) tiber die Darstellung von Tabak- 
mosaik-Virus (TM.-Virus) und Kartoffel-X-Virus hatten wir der Hoff- 
nung Ausdruck gegeben, da® die beschriebene Lsolierungsmethode 
auch allgemeiner auf andere pflanzliche Viren anwendbar sein miibte. 
Wir haben diese Vermutung zunachst an Aucubamosaik-Virus (AM.- 
Virus) gepriift. Dieses Virus wird gemeinhin als ein starker Stamm 
des gewohnlichen 'T'M.-Virus angesehen, Beobachtungen bei der chemi- 
schen [solierung des Virus [Stanley (2)| und bei der Bestimmung seiner 
Sedimentationskonstanten | Wyckoff (3)|, vor allem aber die sero- 
logischen Befunde | Beale, Chester (4)| berechtigten zur Annahme einer 
nahen Verwandtschaft zwischen diesen beiden Viren. 

Dieser Umstand war ausschlaggebend fiir die Wahl des AM.-Virus. 
Fiir unsere Anschauungen iiber die Natur und Wirkungsweise der 
Viren ist die Feststellung wichtig, ob bei nahe verwandten Viren oder 
bei Varianten, die ineinander iiberfiihrbar sind, die verschiedenen 
Svmptombilder auf den Pflanzen begleitet sind von konstanten und 
charakteristischen Unterschieden in den Eigenschaften der reinen 
Viren, und zwar von solchen Unterschieden, die bedingt sein miissen 
durch die Struktur und Konstitution des Proteins. Je mehr und je 
eindeutigere Unterschiede dieser Art bekannt werden, um so stirker 
wird die wesentliche und entscheidende Rolle des Proteinanteils in 
den Vordergrund riicken, man wird diesen Weg wenigstens so lange 
gehen kénnen, bis auf andere Weise eine reversible Trennung von 
Wirkgruppe und Eiweibtriger gelungen ist. Die bisher bekannten 
Tatsachen sprechen nicht dagegen, da beim Virusmolekiil dieselben 
Verhaltnisse vorliegen wie bei einem Fermentmolekiil. Vieles spricht 
dafiir, daB ebenso wie bei einer Anzahl von Fermenten eine Nucleotid- 
gruppe die katalytische Wirkung bedingt, ebenso auch bei den Viren 
die wesentlich komplizierter gebaute Nucleinsiure die autokatalytische 
Wirkung bedingt, da aber auch fiir das Tragerprotein der Viren 
dasselbe gilt wie fiir das der Fermente. Bei diesen entscheidet doch 
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neben der Wirkgruppe auch das Protein tiber die Spezifitdt der Wirkun 
und zwar so wesentlich, daB bei gleicher Wirkgruppe das Protein all: 
entscheidet iiber die spezifische katalytische Wirkung des Ferments (5 


Abb. 1. Aucubamosaik-Virus (von Tomate) auf Tabak. Nic. tabacum Samsun Bashi Bagli 


Isolierung des Virus. 


Die ILsolierung des AM.-Virus aus infizierten Tabakpflanzen 
(Abb. 1) bot nach dem fiir das TM.-Virus beschriebenen Verfahren 
keinerlei Schwierigkeiten und konnte ohne jede Anderung der Methodik 
durchgefiihrt werden. Wesentlich weniger giinstig war die Isolierung 
aus Tomatenpflanzen, doch soll dariiber noch nichts Endgiiltiges gesagt 
werden, da die verwendeten Pflanzen zu alt gewesen sein k6nnen. 

In dem vorliegenden Falle der Darstellung aus Tomatenpflanzen 
muBte in den Reinigungsgang noch eine weitere Reinigungsstufe einge 
schaltet werden. Ein kurzes, aber griindliches, nétigenfalls wiederholtes 
Durchschiitteln der verdiinnten Viruslésung und folgendes Filtrieren durch 
ein nasses Filter entfernte eine stark triibende grobkolloide Substanz, die 
gelegentlich auch bei der Virusdarstellung mit der Ultrazentrifuge st6érend 
aufzutreten scheint (Wyckoff). 


ere 
rriibungsmessungen. 


Die Triibungsmessungen wurden in derselben Weise ausgefiihrt 
wie friiher, auch hinsichtlich der Berechnungsweise und der Bezeich- 
nungen miissen wir auf unsere friihere Mitteilung hinweisen. In der 
folgenden Tabelle 1 sind neben den Werten fiir das AM.-Virus auch die 
friiher nur kurvenmafig wiedergegebenen Werte fiir TM.- und X-Virus 
zahlenmaBig angefiihrt, um bessere Vergleichsméglichkeiten zu schaffen. 
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Tabelle I. 
AM.-Virus I aus Tomatenpflanzen, II aus Tabakpflanzen isoliert. 
Die arabischen Zahlen geben die Reinigungsstufe an |vgl. (1)}. 5 dialy- 
siert; 6 hochtourig zentrifugiert, und zwar «a Sediment, 6 aus- 


zentrifugierte Lésung. 





(NHyoSO, Protein- 
Virus Sittigung konzentration 
0 


Absolute Spezifische 
Triibung Triibung 





AM. 1, 6a ) 0,050 2 0,012 45 24,7 
0,011 2 0,049 3 440 


AM. II, 5 0,066 3 0,018 8 28,4 
0,018 95 0,068 0 358 
0,018 95 0,047 0 248 


AM. II, ba 0,052 4 0,012 15 23,2 
0,030 7 0,020 5 67 
0,011 1 0,029 5 266 
0,014 95 0,071 5 478 
0,014 95 0,062 0 415 


AM. II, 6b 0,029 5 0,007 15 24,2 


TM. 6a (Nr. 82) i 0,152 0,035 4 23,3 
0,008 1: 0,003 76 46 
0,008 1: 0,015 2 187 
0,008 1: 0,033 3 410 
0,008 1: 0,030 8 380 
0,008 12 0,023 8 293 
0,008 12 0,020 8 256 


0,004 22 0,001 6 38 
0,004 22 0,001 6 38 
0,004 22 0,001 6 

0,004 22 0,001 6 

0,004 22 0,010 7 

0,004 22 0,012 4 

0,004 22 0,007 55 





| } 
| =~ 
Aucubomosatk-Virusl 2 
/ Sx 
eer eeneee | a 2 Se 
Tabakmosath- 
| Virus 
Abb. 2. Triibungskurven. 
— = Tabakmosaik-Virus. 
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Goldsolreaktion. 


Die Goldsolreaktion wurde ebenfalls in derselben Versuchsa: 
ordnung durchgefiihrt und ausgewertet, die von dem einen von uns 
gelegentlich der Charakterisierung des TM.- und des X-Virus beschrieben 
wurde (6). An dieser Stelle finden sich auch alle niheren Angaben iibe: 
die theoretischen Grundlagen und experimentellen Einzelheiten der 
Goldsolreaktion. 


Versuchsansatz: 0,5cem Virusl6sung, 2,5 ecem Goldsollésung, nicht 


dialysiert; nach 5 Minuten Zugabe von 0,25 cem Natriumehloridlésung 
| bzw. 10°. Ablesung nach 5 Minuten bzw. 24 Stunden. Bezeichnungen 
der auftretenden Farbténe: r rot, b blau, rsv rosaviolett, rv rot 
violett, bv blauviolett, Rfl Rotflockung, Bf Blauflockung, Bvt! 


Blauviolettflockung. 


Tabelle II. 
AM.-Virus II 5 (vgl. Tabelle 1); Leitfahigkeit 1,5. 10-4 





Natriumchlorid 
— H,O Saar aes 
ene 0,0131 mol. 0,131 mol. 


mg 24 Std. 5 Min. 24 Std. 5 Min. 24 Std 





0,364 ; rsv rsy 
0,182 P rv I'v 
0,091 bv b 

0,045 , : b Bfl 
0,022 , P b Bfl 
0,011 P , b Bfl 
0,0 ‘ b Bfl 


Tabelle III. 


Bei allen Versuchen dieser Tabelle war der Ausfall der Reaktionsansitze 


mit H,O und Natriumchlorid 0,0131 molar derselbe wie in Tabelle I. 





Natriumchlorid Natriumehlorid 
Virus Protein 0,131 mol, Protein 0,131 mol 


mg 5 Min. 24 Std. mg 5 Min 24 Std 


AM. II, 6b | 0,088 SV SV Am. II, 6a = 0,036 b Bvfl 
0,044 rv 0,018 b Bvfl 
0,022 , 0,009 b Bvfl 
0,011 TM. 6a 0,40 ™ 
0,005 ~ , 
0,0025 0,20 
, 0,10 b 

AM. II, 6a = 0,288 0,05 b 
0,144 0,025 Bfl 
0,072 0,0125 BEI 
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Tabelle IV. 


Kartoffel-X-Virus, Leitfahigkeit 1,5- 1075. Ablesung nach 24 Stunden. 





Protein ig Natriumehlorid __| Protein H, 0 Natriumchlorid 


mg 0,0131 mol. 0,131 mol. mg 0,0131 mol. 0,131 mol. 


0,020 Rfl Bvfl 0,0025 Rfl Bfl 
0,010 Rfl Bf] 0,001 Bfl Bfl 
0,005 Rfl Bfl 0,0006 r Bfl Bfl 


Ergebnisse. 


Die Verwandtschaft von AM.- und TM.-Virus tritt bereits bei 
einer oberflachlichen Uberpriifung des mitgeteilten Versuchsmaterials 
klar in Erscheinung. Besonders anschaulich kommt die Ahnlichkeit 
bei graphischer Darstellung (Abb. 2) zum Ausdruck: die Triibungs- 
kurven der beiden Viren sind sehr ahnlich, sie besitzen bei derselben 
Ammonsulfatkonzentration ihr Maximum, um dann bei den héheren 
Konzentrationen wieder abzusinken: ganz abweichend davon die 
Triibungskurve des X-Virus, die erst nach dem Maximum der AM.- und 
TM.-Kurve anzusteigen beginnt und dann erst bei wesentlich héherer 
Ammonsulfatkonzentration ihr Maximum erreicht. Auch der Ausfall 
der Goldsolreaktion 1aBt die groBe Ahnlichkeit zwischen AM.- und 
TM.-Virus erkennen, bei beiden ist der Ablauf der Umfairbungen und 
Fallungen auch in quantitativer Beziehung, hinsichtlich der notwen- 
digen Virusmengen, vollig gleich, die Reaktion beginnt in beiden Fallen 
in Abhangigkeit vom Virusgehalt mit der blauen ,,Schwebeflockung* 
und verlauft iiber Blauviolett bis zur schlieBlich sedimentierenden 
Blauviolettflockung (Tabelle 3) — es fehlt vollkommen die fiir das 
X-Virus typische Rotflockung (‘Tabelle 4) *. 

Die Ahnlichkeit der MeBergebnisse beim TM.- und AM.-Virus 
beruht nun tatsachlich auf einer entsprechend groBen Abnlichkeit der 
Virusproteine, sie wird nicht etwa nur vorgetauscht durch eine Un- 
empfindlichkeit der verwendeten MeBmethoden. Wir haben als Beweis 
fiir die Empfindlichkeit der Methoden auch MeBergebnisse angefiihrt, 
die an weniger reinen Viruspraparaten gewonnen wurden, an Praparaten 
der Reinigungsstufe 5 und an aussedimentierten Lésungen der Stufe 6, 
in denen sich die etwaigen Verunreinigungen im Verhaltnis zum Virus- 
protein angereichert haben. Diese Praparate miissen nach unseren 
Beobachtungen noch etwas  niedermolekulares Protein enthalten, 
obwohl sie schon eine zweimalige Fallung bei sehr niedriger Ammon- 


* In anderem Zusammenhang wird auf die Beziehungen zwischen der 
Wasserstoffionenkonzentration des Lésungsmittels und dem Verlauf der 
Reaktion eingegangen werden. Die fiir das X-Virus typische Rotflockung 
gelingt auch beim TM.-Virus bei einem py von 2,5 bis 4,0. 
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sulfatkonzentration (25 %ige Sattigung) und eine griindliche Dialys. 
hinter sich haben. Die Triibungskurve solcher Praparate bleibt dahe: 
sehr viel niedriger, die maximale spezifische Triibung ist z. B. nur zu 
358 statt 478 bei den reinsten Praparaten gefunden worden. Auch dic 
Goldsolreaktion laBt an dem Auftreten rotvioletter Farbungen selbst 
in Gegenwart hoherer Natriumchloridkonzentrationen die unspezifische 
Wirkung niedermolekularer Proteine erkennen, wie dies von dem eine) 
von uns (Kausche) bereits friiher beschrieben wurde (6). 

Als bisheriges Ergebnis ist also festzustellen, dais die Zusammen- 
gehorigkeit von AM.- und TM.-Virus auch mit solchen, quantitatiy 
arbeitenden Methoden bewiesen werden kann, die als spezifische Protein. 
kolloidmethoden angesprochen werden miissen. Die dabei benutzten 
Viruspraparate mogen nicht von héchstmdglicher Reinheit gewesen 
sein, viel wichtiger scheint es uns aber zu sein, da} wir jedenfalls in der 
Lage sind, mit unserer Isolierungsmethode und unseren Charakteri- 
sierungsmethoden in reproduzierbarer Weise gut definierte Virus- 
proteine darzustellen. 

Haben wir bisher die Triibungskurven der Viren nur mehr quali- 
tativ ausgewertet nach ihrer Form und ihrer Lage, so bleibt noch die 
Frage offen, ob auch die Absolutwerte der Triibungsmessungen einer 
Deutung faihig sind. VerhaltnismaBig einfach ist dies méglich bei den 
Maximalwerten der spezifischen Triibungen. Der wesentlich héhere 
Wert fiir das AM.-Virus mu erklart werden durch ein gréBeres Vo- 
lumen der aggregierten Teilchen. Halt man die Beobachtung Stanleys 
dagegen, daB die Makrokristalle des AM.-Virus bei gleicher Darstellungs- 
weise gréBer sind als die des TM.-Virus (7), sowie die Messungen der 
Sedimentationskonstanten (Tabelle 5) von Wyckoff (8), so findet die 
héhere maximale spezifische Triibung des AM.-Virus ihre beste Er- 
klarung in einem héheren Molekulargewicht, das auch ein hdéheres 
Aggregatvolumen zur Folge hat. 


Tabelle V. 
Sedimentationskonstanten &.10-'°. Werte fiir k. 





Monomer * Dimer * 


TM..-Virus 174 200 
AM.-Virus 185 220 


* Diese Deutung der beiden Sedimentationskonstanten als Ausdruck einer teilweisen irrever- 
siblen Dimerisation der Virusmolekiile scheint uns gesichert zu sein, nachdem wir in iiber- 
mikroskopischen Aufnahmen des TM.-Virus in den molekularen Dimensionen vorzugsweise Gebilde 
von 15 Xk 150 mu und 15 300 mu angetroffen haben, die als Molekiile bzw. linear dimerisierte 
Molekiile angesehen werden miissen (9). Da unsere TM.-Viruspriparate zwei Proteine mit unter- 
schiedlicher, aber scharf definierter Sedimentationskonstante enthalten, konnte in jiingster Zeit 
in einem vorliufigen Versuch mit einer von anderer Seite entwickelten Analysenultrazentrifuge 
bestiitigt werden. Hierdurch hat obige bereits mitgeteilte Deutung [(9), S. 298] der elektronen- 
mikroskopischen Befunde eine willkommene Bestaétigung erfahren. 
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Dem steht allerdings eines entgegen. Stanley (7) macht zwar bei 
der erstmaligen chemischen Isolierung des AM.-Virus die Bemerkung, 
daB die Lésungen triiber waren als Lésungen des TM.-Virus, die Ursache 
dieser starkeren Triibung ist aber zweifellos in der etwas zu robusten 
Darstellungsweise zu suchen (S Ammonsulfatfallungen und 2 Saure- 
fallungen), da derartige AM.-Viruspraparate auch keine scharfen Sedi- 
mentationsgrenzen lieferten (8). Wir finden jedenfalls bei unseren 
quantitativen Messungen fiir reine Lésungen von AM.- und TM.-Virus 
yleiche spezifische Triibungen, wahrend bei einem héheren Molekular- 
gewicht des AM.-Virus auch eine héhere spezifische Triibung zu fordern 
wire. Es bleibt kaum ein anderer Ausweg aus diesem Widerspruch, 
als der, dem stabfOrmigen Molekiil des AM.-Virus ein wesentlich anderes 
Achsenverhiltnis von Lange zu Breite zuzuschreiben. Mit der Annahme, 
daB das Molekiil des AM.-Virus linger und vielleicht auch schmaler 
ist als das des TM.-Virus steht die von Lauffer und Stanley (10) ge- 
messene héhere Str6mungsdoppelbrechung des AM.-Virus in bestem 
Einklang. Wir hoffen aber, diese Vermutungen auch in quantitativer 
Hinsicht stiitzen und erginzen zu kénnen durch eine eingehende Dis- 
kussion der von Gans (11) und Jsnardi (12) entwickelten Triibungs- 
und Absorptionsformeln fiir nicht kugelférmige Teilchen. 
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Untersuchungen iiber die Beziehung 
der B-Vitamingruppe zu dem Stoffwechsel 
von Ketoverbindungen. 


Von 
P. E. Simola. 
(Aus dem Medizinisch-chemischen Laboratorium der Universitat Helsinki.) 


(Eingegangen am 20. Juni 1959.) 


In einer friiheren Arbeit!, die vor 7 Jahren sofort nach der Ent- 
deckung der Cocarboxylase in dieser Zeitschrift publiziert worden 
ist, habe ich den Gehalt von Rattenorganen an diesem Aktivator bei 
AusschluB samtlicher B-Vitaminfaktoren und den Effekt der damals 
am weitesten gereinigten Cocarboxylasepraparate untersucht und auf 
Grund der Resultate die Aufmerksamkeit auf eine mégliche enge Be- 
ziehung der Cocarboxylase zu der B-Vitamingruppe gelenkt. Bei 
spiteren systematischen Untersuchungen der Wirkungsweise von 
Faktoren der B-Vitamingruppe habe ich dann auch die Beziehungen 
zwischen der Brenztraubensdiure und anderen Ketoséuren zu der 
B-Vitamingruppe eingehender studiert. Neben dem Ketosauren- 
umsatz hat dabei auch u.a. der Zucker-, Phosphor-, Nucleotid- und 
Purinstoffwechsel als Untersuchungsgegenstand gedient. 

In der vorliegenden Arbeit wird iiber die wichtigsten Ergebnisse 
berichtet, die bei meinen ersten systematischen Untersuchungen tiber 
die Beziehungen der B-Vitamingruppe zu dem Stoffwechsel von Car- 
bonylverbindungen wahrend der Jahre 1934 bis 1937 an Hand von 
Tierversuchen gewonnen worden sind?. Im Mittelpunkt des Interesses 
stand der Umsatz der Brenztraubensdéure und anderer mit Hilfe von 
Cocarboxylase spaltbarer «-Ketosiuren. Daneben wurde bestandig 
auch das Verhalten der Acetonkérper und die angebliche Anhaufung 
von Methylglyoxal bei Mangel an B-Vitaminen untersucht. — Gleich- 
zeitig mit diesen tierexperimentellen Versuchen wurden auch enzym- 
chemische in-vitro-Versuche tiber gewisse mit dem «-Ketosaurestoff- 
wechsel nahe verkniipfte Fragen bei B-Vitaminmangel angestellt. 
Die Beschreibung dieser sowie einiger anderer erganzender Unter- 


1 P,. E. Simola, diese Zeitschr. 254, 229, 1932. — 2 Uber die Haupt- 
ergebnisse ist friiher in Suomen Kemistilehti (Acta chemica fennica) 9, 4, 
20, 1936 (ref. Chem. Centralbl. 1986, I, 3167 u. II, 3468) und in Vortragen 
auf dem 19. Skandinavischen NaturforscherkongreB in Helsinki 1936 und 
dem 5. Skandinavischen PhysiologenkongreB in Upsala 1937 kurz be- 
richtet worden. 
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suchungen tiber den x-Ketosdurestoffwechsel wird demnachst in anderem 
Zusammenhang erfolgen. 

Bei Beginn der Arbeit war die Brenztraubensdure eigentlich die 
einzige «-Ketosaiure, tiber deren Umsatz und Vorkommen in tierischen 
Organen etwas bekannt war. Ausgehend von dem Gedanken, dab 
vewisse B-Vitaminkomponenten vor allem B, und Lactoflavin — 
fiir den normalen Umsatz von Brenztraubensaure und anderen «-Keto- 
siuren n6étig sind, erschien es natiirlich erstrebenswert, in den ersten 
orientierenden Versuchen festzustellen, ob bei AusschluB von B-Fak- 
toren im Blut oder Harn eine Anhéufung von Brenztraubensaure vor- 
kommt. Wegen der groBen Schwierigkeiten, die der Nachweis der 
Brenztraubensaure im Blute damals bot, wurde zu den Vorversuchen 
nur Harn als Untersuchungsmaterial verwendet. 

Die ersten orientierenden Untersuchungen, bei denen die be- 
kanntesten, fiir Brenztraubensaure charakteristischen Reaktionen 
herangezogen wurden, ergaben sofort, dais im Rattenharn bei fort- 
geschrittenem Mangel der ganzen B-Vitamingruppe groBe Mengen mit 
2,4-Dinitrophenylhydrazin fallbarer K6rper ausgeschieden werden. 
Der mit dem 2, 4-Dinitrophenylhydrazinreagens entstandene, in Wasser 
schwerlésliche Niederschlag léste sich zum gréBten Teil in Alkali und 
konnte durch wiederholtes Lésen und Fallen mit Salzsaure weiter 
gereinigt werden. Da der Schmelzpunkt der so gewonnenen Praparate 
demjenigen des 2, 4-Dinitrophenylhydrazons der Brenztraubensaure 
nahe lag, war der nachste Gedanke, dab es sich um eine vermehrte 
Ausscheidung von Brenztraubensiure handelte. Eine eingehendere 
Untersuchung lieferte aber keine Bestatigung fiir diese Vermutung. 

Bei der qualitativen Untersuchung wurde zuerst beobachtet, daB 


die isolierte 2, 4-Dinitrophenylhydrazinverbindung gelbe bis gelbbraune 
Alkalilésungen bildet, im Gegensatz zu der Brenztraubensaure, deren 


Alkalilésungen braunviolett gefarbt sind. Durch oftmaliges Lésen 
in Alkali, Fallen mit Saure und nachfolgendes Auskristallisieren aus 
Athylacetat konnten Praparate gewonnen werden, die bei etwas héherer 
Temperatur schmolzen als das 2, 4-Dinitrophenylhydrazon der Brenz- 
traubensaure, nimlich bei 223 bis 224°. Nach den Elementaranalysen 
waren die Stickstoffwerte des 2, 4-Dinitrophenylhydrazons der Pra- 
parate regelmaBig etwa 3°, niedriger als dem 2, 4-Dinitrophenyl- 
hydrazon der Brenztraubenséure entsprechen wiirde. Beim Titrieren 
der Hydrazonpraparate mit einer verdiinnten Natriumhydroxyd- 
lésung war der Alkaliverbrauch deutlich gréBer als der berechnete 
Wert des Brenztraubenséurehydrazons und entsprach eher einer di- 
basischen Ketoséiure vom Molekulargewicht etwa 150. 

Von den in Frage kommenden Verbindungen stimmten die Eigen - 
schaften der Verbindung am besten mit denjenigen des 2, 4-Dinitro- 
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phenylhydrazons der «-Ketoglutarsiure iiberein, die fiir Vergleichs 
zwecke aus dem Athylester der Oxalbernsteinsdure synthetisiert wurde 


Fiir eine Identitat der Verbindung mit dem 2, 4-Dinitropheny| 
hydrazon der «-Ketoglutarsdure spricht ferner der Umstand, daB diese 
wie ich im anderen Zusammenhang zusammen mit F.-2. Krusius fest- 
gestellt habe, in gleicher Weise wie das 2, 4-Dinitrophenylhydrazin 
der «-Ketoglutarsaure durch Oxydation mit Kaliumpermanganat in 
Bernsteinsdure tibergefiihrt werden kann. An eine Bildung von Bern- 
steinsdure aus f-Ketoglutarsiure oder Oxyketoglutarsiure durch 
Oxydation ist nicht zu denken. 

Bei spateren Arbeiten wurden zahlreiche Versuche vorgenommen, 
um eine vermehrte Ausscheidung auch anderer «-Ketosaéuren nach- 
zuweisen, wobei vor allem die Méglichkeit des Vorkommens von Brenz- 
traubensdiure, Oxyketoglutarsiure und Phenylbrenztraubensaure beriick- 
sichtigt wurde. Bisher ist es mir aber nicht gelungen, das Vorkommen 
groBerer Mengen von anderen «-Ketosduren als «-Ketoglutarséure im 
Rattenharn bei B-Avitaminose festzustellen. 

In den ersten Versuchen kam nach AusschluB des B-Vitamin- 
komplexes in den letzten Stadien der Mangelkrankheit sehr regelmabig 
eine deutliche Erhéhung des Ketosaéuregehalts zum Vorschein. Im 
weiteren Verlauf der Untersuchungen zeigten aber bisweilen einzelne 
Tiere aus derselben Tiergruppe trotz gleicher Fiitterung im Gegensatz 
zu den anderen Tieren keine erhéhte Ketosdiureausscheidung. Worauf 
diese Ausfille beruhen, ist nicht immer zu erkléren. Teils kann sich 
bei den Tieren infolge mangelnder FreBlust ein Hungerzustand und 
keine eigentliche Avitaminose entwickelt haben, bisweilen war die 
Ursache in einer Infektion der Harnwege zu suchen. 

Es erhob sich natiirlich die Frage, welche Beziehung die verschie- 
denen B-Vitaminfaktoren zu der Erhéhung der Ketoséureausscheidung 
haben, und ob die Erscheinung ganz allgemein auch bei anderen Avita- 
minosen und pathologischen Zustanden vorkommt. 

Von den Komponenten der B-Vitamingruppe interessierten mich 
besonders das Vitamin B, und das Lactoflavin, die damals die einzigen 
gut bekannten Komponenten der B-Vitamingruppe waren und dann 
etwas spater auch in chemisch reiner Form fiir Forschungszwecke leicht 
erhaltlich wurden. Hinsichtlich der Wirkung des Vitamin B, waren 
Peters und Thompson! damals zu der SchluBfolgerung gekommen, dal 
Vitamin B, trotz einer Atmungssteigerung in Gegenwart von Milch- 
siure und Brenztraubensaure keinen direkten Zusammenhang mit der 
Spaltung der Brenztraubensiure hat. Von der Wirkungsweise des 
Lactoflavins wuBte man, daB es als Komponente des gelben Atmungs- 
ferments fiir gewisse mit der Zellatmung verkniipfte Prozesse nétig war. 


1 R.A. Peters u. R. H. S. Thompson, Biochem. J. 28, 916, 1934. 
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Die Untersuchung der Einwirkung verschiedener Faktoren war 
dadurech erschwert, da8 es bei Beginn der Untersuchungen mangels 
zuverlassiger quantitativer Methoden nicht méglich war, den Keto- 
siuregehalt genau zu ermitteln. Im Blute und in Organextrakten kann 
man mit der iiblichen Bisulfitbindungsmethode von Clift und Cook! 
ziemlich leicht einen guten Anhaltspunkt fiir den Gesamtgehalt an 
x-Ketosiuren gewinnen. Fiir Harnbestimmungen eignete sich die 
Bisulfitmethode wegen gewisser st6render Harnbestandteile leider nicht. 
Darch Anwendung des 2, 4-Dinitrophenylhydrazins, das, wie erwahnt, 
zum Nachweis der «-Ketoglutarsiure benutzt wurde, erschien es da- 
gegen moglich, einen gewissen Uberblick iiber die Ketosiureausscheidung 
bei verschiedenen Zustinden zu erlangen. 

In den ersten Versuchen erfolgte die Feststellung des Ketosdiuren- 
gehalts durch Abwagen des nach Zusatz von 2, 4-Dinitrophenylhydrazin 
im Harn entstandenen Niederschlags oder durch Bestimmung von 
dessen Alkaliverbrauch durch Titrieren. Bei den Reihenversuchen 
war es wegen der geringen Menge des ausgeschiedenen Harns oft 
schwer, diese Methoden zu benutzen. Doeshalb war ich gezwungen, 
mich bei vergleichenden Reihenversuchen mit einer annahernden 
Ermittlung des Ketosiurengehalts zu begniigen. Dies geschah in den 
meisten Fallen ganz einfach durch Ablesen der Zeit, die unter bestimmten 
Bedingungen nach dem Zusatz des 2, 4-Dinitrophenylhydrazins zur 
Bildung eines Niederschlags erforderlich war. Bei stark erhéhter Keto- 
siurenausscheidung bildete sich der Niederschlag unter den angegebenen 
Bedingungen fast momentan oder binnen 10 Sekunden. Im normalen 
Rattenharn nimmt die Bildung eines Niederschlags oft eine Minute 
oder mehr in Anspruch. Die Methode ist natiirlich nicht exakt. In 
Ermangelung zuverlassiger Mikromethoden war dies aber bei Reihen- 
versuchen oft der einzige brauchbare Weg, um ein orientierendes Bild 
iiber den Ketosiuregehalt in verschiedenen Zustaénden zu gewinnen. 
Da es unerlaBlich erschien, eine zuverlaissige Methodik fiir die Unter- 
suchung des Umsatzes der «-Ketosiuren auszuarbeiten, hat sich mein 
Mitarbeiter F.-E. Krusius seit dem Jahre 1936 besonders mit der Be- 
stimmung von Brenztraubensiure und «-Ketoglutarsiure beschaftigt 
und, wie etwas spiter berichtet werden soll, den «%-Ketosiurenstoff- 
wechsel dann mit einer besseren Methodik unter verschiedenen Ver- 
haltnissen untersucht. 

Bei Untersuchung der Beziehung des Vitamin B, zu dem Keto- 
siurengehalt wurde in den ersten orientierenden Versuchen als B- Vitamin- 
quelle autoklavisierte Hefe verwendet, wodurch die relativ thermo- 
labilen Faktoren der B-Vitamingruppe, wie Vitamin B,, in der Nahrung 
der Versuchstiere ausfielen. Es ergab sich, dab die Zufiitterung von 


1 F. P. Clift u. R. P. Cook, Biochem. J. 26, 1789, 1932. 
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autoklavisierter Hefe als B-Vitaminquelle eine deutlich erhéhte Keto 
siureausscheidung bewirkte, die eigentlich regelmaBiger und starker 
hervortrat als bei Ausschlu8 des gesamten B-Vitaminkomplexes. Dic 
Komplettierung der Nahrung durch Zufuhr von Vitamin B, in Form von 
Tonerde-Adsorbat oder chemisch reinem Vitamin B, verursachte eine 
deutliche Verminderung des Ketosdéuregehalts. Demnach schien trotz 
der Zugabe des Vitamin B, wenigstens in einem Teil der Falle im Harn 
eine gewisse Tendenz zur Erhéhung der Ketosaéureausscheidung vor- 
zukommen. 

Bei Versuchen tiber die Wirkung der einzelnen B-Vitaminfaktoren 
erhielten die Ratten als einzige B-Vitaminquelle Vitamin B, allein oder 
zusammen mit Lactoflavin. Bei ausschlieBlicher Zufuhr von Vitamin B, 
war in weit fortgeschrittenen Stadien der Mangelkrankheit in manchen 
Fallen eine deutliche Erhéhung des Ketoséurengehalts zu beobachten. 
Bei gleichzeitiger Zugabe von Vitamin B, und Lactoflavin schien die 
Ausscheidung ebenfalls bei weit entwickelten Stadien gréBer zu sein 
als im Normalurin, wenngleich vielleicht nicht so deutlich wie in dem 
letzterwahnten Fall. 

Bei dem chronischen B-Vitaminmangel, der entstand, wenn die 
Tiere unzureichende Mengen Hefe als B-Vitaminquelle erhielten, wurde 
je nach der Entwicklung der Mangelsymptome eine mehr oder weniger 
ausgepragte Vermehrung der Ketosiureausscheidung festgestellt. 

Auch bei anderen avitaminotischen Zustanden, namlich bei Ratten- 
A-Avitaminose und Meerschweinchen-A- und -C-Avitaminose wurden 
Harnuntersuchungen vorgenommen. Dabei wurde aber nichts von der 
Norm Abweichendes gefunden. 

Ebensowenig konnte bei hungernden Tieren eine erhéhte Aus- 
scheidung von «-Ketoglutarsiure im Harn nachgewiesen werden. 

Die angefiihrten orientierenden Harnuntersuchungen bestatigten 
also nicht nur die friiher ausgesprochene Vermutung eines Zusammen- 
hanges zwischen dem Umsatz der carboxylatisch spaltbaren «-Keto- 
sduren und der B-Vitamingruppe, sondern zeigten auch, daB die Storung 
des Stoffwechsels der «-Ketosiuren etwas fiir B-Avitaminosen Spezi- 
fisches ist. Gleichzeitig deuteten aber auch diese Untersuchungen 
daraufhin, daB der «-Ketoglutarsaure, deren Menge bei B-avitaminoti- 


schen Zusténden im Harn bisweilen mehr als 0,2 °%, betragen kann, 


eine besondere Rolle als Zwischenprodukt im Stoffwechsel zukommen 
muB. Uber das Vorkommen dieser Séure in Harn oder Kérperfliissig- 
keiten waren im tibrigen keine friiheren Angaben in der Literatur zu 
finden. 

Im Zusammenhang mit den Harnuntersuchungen wurde oftmals 
versucht, mittels der Bisulfitbindungsmethode von Clift und Cook 
iiber den Gehalt an «-Ketosiuren im Blute bei B-avitaminotischen 
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Zustanden AufschluB8 zu erhalten. Im Vergleich zu den Harnunter- 
suchungen waren die Blutbestimmungen jedoch relativ gering an Zahl. 
Ks wurde zuerst festgestellt, da} die Bisulfitwerte bei Ratten, die relativ 


lange in Karenz des ganzen B-Komplexes gehalten worden waren, 
in einigen Fallen eine sehr deutliche Erhéhung aufwiesen. Noch gréBere 
Werte ergab die Bisulfitbindungsmethode bei Tiergruppen, die als 
B-Vitaminquelle autoklavisierte Hefe erhalten hatten. — Uber erhéhte 


Bisulfitwerte bei B,-avitaminotischen Ratten wurde im tibrigen etwa 
gleichzeitig mit diesen Blutuntersuchungen von anderer Seite (7 hompson 
und Johnson!) berichtet. — Bei Tieren, denen neben autoklavisierter 
Hefe Vitamin B, verabreicht worden war, wurden die Werte fast, 
wenn auch vielleicht nicht véllig normal befunden. 

Es ware natiirlich sehr interessant gewesen, dariiber AufschluB zu er- 
halten, ob es sich bei Erhéhung der Bisulfitwerte um eine Vermehrung 
des Gehalts an Brenztraubensaure oder an «-Ketoglutarsaure handelt. 
In Ermanglung zuverlassiger Mirkomethoden fiir die Bestimmung 
der beiden Saéuren war die Entscheidung der Frage indessen schwierig- 
Es wurde zwar vielfach versucht, mittels der 2, 4-Dinitrophenylhydrazin- 
methode tiber die Natur und Menge der bisulfitbindenden Ketosauren 
im Blute bei B-avitaminotischen Tieren AufschluB zu erhalten. Leider 
war es jedoch nicht méglich, gréBere Avitaminosereihen bei Ratten 
anzustellen und fiir die Versuche geniigend Blut zu gewinnen. Die 
Menge der 2, 4-Dinitrophenylverbindungen, die aus den untersuchten 
Sammelblutproben isoliert wurden, war so minimal, daB es unmdglich 
erschien, etwas absolut Sicheres tiber die chemische Natur der Prapa- 
rate auszusagen. Es hat den Anschein, als ob die Erhéhung des Keto- 
siuregehalts im Blute auf eine Steigerung des Brenztraubensaure- 
gehalts zuriickzufiihren ist, was beim Harn, wie erwahnt, nicht zutrifft. 

Zusammen zeigten die Harn- und Blutuntersuchungen sehr klar, 
daB z. B. das Vitamin B, ein fiir den allgemeinen Zellstoffwechsel im 
ganzen Tierorganismus notwendiger Faktor ist, dessen Mangel sich auch 
in der Chemie des Harns widerspiegelt. In der friiheren Literatur ist 
es bekanntlich oft als ein nur auf den Stoffwechsel des Gehirn- und 
Nervengewebes eingestellter Faktor angesehen worden. 

Hinsichtlich der Bedeutung der einzelnen B-Vitamine trat bei den 
berichteten Harn- und Blutuntersuchungen die zentrale Bedeutung des 
Vitamin B, fiir den Umsatz von «-Ketosdiuren klar zutage. Die Beob- 
achtung, daB unter Umstanden trotz der Zufuhr von Vitamin B, eine 
Tendenz zur Erhéhung des Ketosauregehalts vorzukommen scheint, 
lieB es fraglich erscheinen, ob das B-Vitamin der einzige fiir den nor- 
malen Stoffwechsel von x-Ketosduren notwendige Aktivator ist. Es 


1 R.H.S. Thompson u. R. E. Johnson, Biochem. J. 29, 694, 1935. 
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ware theoretisch denkbar, daB das gelbe Ferment mit seiner Flavin 
gruppe als eine Komponente zu den beim Umsatz von «-Ketosauren 
wirksamen Enzymsystemen gehért. Aber vorlaufig laBt sich die Még- 
lichkeit nicht ganz von der Hand weisen, daB auch noch andere Fak. 
toren bei dem Umsatz von «-Ketosiuren eine gewisse Rolle spielen 
Der Ausfall eines Aktivators — z. B. der Cozymase —, der nicht direkt 
an dem Abbau von «-Ketosdiuren, sondern nur an dem Abbau von 
deren Umsatzprodukten teilnimmt, kénnte namlich sekundar eine 
Stockung im Abbau von Ketosauren bewirken und so eine Anhaufung 
derselben im Organismus hervorrufen. 

Eine enge Beziehung der B-Vitamingruppe zu dem «-Ketosaure- 
stoffwechsel ist fiir Vitamin B, bekanntlich in den letzten Jahren von 
anderer Seite festgestellt worden. Nach den neueren Befunden von 
Peters' wirkt das Vitamin B, direkt auf die Brenztraubensaurespaltung 
ein, indem es ein Ketoséureoxydasesystem aktiviert. Lohmann und 
Schuster? wiederum haben ihrerseits nachgewiesen, da die von Auhagen 
gefundene Cocarboxylase phosphoryliertes Vitamin B, ist. Bei Gehirn- 
brei B,-Avitaminotischer bewirkt nach Peters? dagegen das _phos- 
phorylierte Vitamin B, bei Gegenwart von Brenztraubensiure eine 
viel schwachere Steigerung des Sauerstoffverbrauchs als das nicht 
phosphorylierte Vitamin. 

Im iibrigen ist es trotz mancher anderen neuen Befunde schwer, 
iiber die beim Umsatz von «-Ketosiiuren wirksamen Enzymsysteme 
etwas Naheres auszusagen. Als der einzige dabei wirksame Faktor 
wird im allgemeinen nur das Vitamin B, erwahnt. 

Hinsichtlich des Vorkommens der «-Ketoglutarsiure im _ Tier- 
organismus habe ich nach der Entdeckung dieser Saure bei B-Avita- 
minosen zuerst beobachtet, daB die Verabreichung von Brenztrauben- 
siure bei normalen Ratten eine starke Erhéhung der «-Ketoglutar- 
sdureausscheidung hervorruft. Etwas spaiter wurde eine Erhéhung 
auch nach Belastung mit einigen anderen biologisch wichtigen Sauren, 
wie B-Oxybuttersaure, Citronensiure, Bernsteinsdiure, Fumarsiure und 
Apfelsiure, festgestellt +. 

Im Zusammenhang mit den Untersuchungen, die auf das Vor- 
kommen von «-Ketosauren gerichtet waren, schien es interessant nach- 
zupriifen, ob sich bei B-avitaminotischen Zustanden vielleicht auch im 
Stoffwechsel der Acetonkérper Stérungen feststellen lieBen, In allen 


1 R. A. Peters, Biochem. J. 30, 2206, 1936. — 2 K. Lohmann u. 
Ph. Schuster, Naturwiss. 25, 26, 1937; diese Zeitschr. 294, 188, 1937. — 
3 R.A. Peters, Biochem. J. 31, 2240, 19387. — 4 P. BE. Simola, Suomen 
Kemistilehti (Acta chemica fennica) 10, 19, 1987; Skand. Arch. Physiol. 
S0, 375, 1938; Acta med. skand. Suppl. 90, 300, 1938; P. EB. Simola u. 
P.-E. Krusius, Suomen Kemistilehti (Acta chemica fennica) 11, 9, 19338. 
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untersuchten Fallen fielen die Acetonreaktionen regelmaBig negativ 
aus. Quantitative Untersuchungen wurden nur bei einigen B-Avita- 
minosetypen ausgefiihrt. Die Analysen ergaben nur wenig héhere Werte 
als bei Normaltieren. 

AnlaBlich der B-Avitaminoseuntersuchungen wurde auch das 
Vorkommen von Methylglyoxal gepriift. Wie bekannt, soll bei B-avita- 
minotischen Zustanden eine Anhaufung von Methylglvoxal im Harn 
vorkommen!. Als Untersuchungsmaterial wurde Harn von B-avita- 
minotischen Ratten, als Methylglyoxalreagens 2, 4-Dinitrophenyl- 
hydrazin verwendet. Die bisherigen orientierenden Untersuchungen, 
die zwar gering an Zahl sind, lieBen keinen eindeutig klaren Unterschied 
zwischen dem Harn von B-avitaminotischen Tieren und normalen 
Tieren erkennen. — Es ist iibrigens zu bemerken, daB die Bildung von 
Methylglyoxal-bis-hydrazon nicht unter allen Umstainden unbedingt 
beweist, daB der Harn Methylglyoxal enthalt: denn bekanntlich kann 
von den Dreikohlenstoffverbindungen u. a. Dioxyacetonphosphorsiaure 
dasselbe 2, 4-Dinitrophenyl-bis-hydrazon wie Methylglyoxal liefern. 
Einwandfreie Beweise fiir das Vorkommen von praformierten Methyl- 
glyoxal im Harn sind bisher kaum noch vorgelegt worden. 

Da die Methylglyoxaltheorie in der Literatur bei Besprechungen 
der Wirkungsweise von B-Vitaminkomponenten eine hervorragende 
Stelle einnimmt, erscheint es notwendig, diese Frage nochmals an Hand 
eines gréBeren Materials zur Untersuchung aufzunehmen. 


Versuchsteil. 
1. Anordnung der Tierversuche. 


Als Versuchstiere dienten in allen B-Vitaminversuchen Ratten vom 
Anfangsgewicht 35 bis 200g, bei A-Vitaminversuchen Ratten vom Anfangs- 
gewicht 30 bis 40g, sowie Meerschweinchen vom Anfangsgewicht 160 bis 
180 g und bei C-Vitaminversuchen Meerschweinchen vom Anfangsgewicht 
250 bis 300 g. 

Die Rattenversuche wurden in iiblicher Weise mit einer Grundkost ange- 
ordnet, die aus Reisstarke (50 Teile), extrahiertem Casein (20 Teile), Kokosfett 
(12 Teile) und Me Collums Salzmischung (5 Teile) bestand. Als B-Vitamin- 
quelle diente bei A-Vitaminversuchen Béackerhefe (40 Teile frische oder 
13 Teile getrocknete Backerhefe). Bei AusschluB des ganzen B-Vitamin- 
komplexes wurde die Grundkost als solche ohne einen Hefezusatz verfiittert. 
Bei anderen B-Vitaminversuchsreihen wurden die B-Vitamine in ver- 
schiedener Weise zugefiihrt. Als B,-Quelle wurden 20 mg standardisiertes 
Tonerde-Adsorbat und spiter 20 bis 30 y kristallisiertes Vitamin B,, 
als Flavinquelle 4 bis 20 y kristallisiertes Lactoflavin an die Ratten ver- 
fiittert. In den Versuchsreihen, bei welchen die Tiere in Karenz der 


1 P. Vogt-Moéller, Biochem. J. 25, 418, 1981: A. Geiger u. A. Rosenberg 
Klin. Wochenschr. 12, 1258, 1933; vgl. auch J. Lehmann, Skand. Arch. 
Physiol. 71, 157, 1935. 
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thermolabilen B-Vitaminkomponenten gehalten wurden, wurde der Grund- 
kost als B-Vitaminquelle Hefe hinzugefiigt, die vorher 5 Stunden lang hi 

120° autoklavisiert und dann auf Glasplatten getrocknet war. Bei protra 

hiertem B-Mangel wurden den Tieren kleine Mengen Hefeemulsion mit 
Sehlundsonde eingefiihrt. 

Bei den Meerschweinchenversuchen kam eine einfach zusammengesetzte 
Grundkost zur Anwendung, die ich friiher oft fiir A- und C-Vitaminversuche 
benutzt hatte}. 

Der D-Vitaminbedarf wurde in allen Versuchen durch Einfiihren eine: 
verdiinnten Lésung von Vigantol in Arachis6l mittels Schlundsonde gedeckt, 
der A-Vitaminbedarf durch Zugabe einer verdiinnten Lésung von ,,Vogan“. 
Als C-Vitaminquelle wurde den Meerschweinchen 5ccm Apfelsinensatt 
verabreicht. 

Beziiglich der Einzelheiten der Methodik verweise ich auf eine friihere 
zusammen mit F.-E£. Krusius publizierte Arbeit?. Ein groBer Teil der vor 
liegenden Untersuchungen wurde naémlich in den Jahren 1935 bis 1936 
gleichzeitig mit der erwahnten Arbeit, und zwar unter Anwendung derselben 
Versuchstiere ausgefiihrt. 

Zur Untersuchung von Carbonylverbindungen im Harn wurde ge 
wohnlich Sammelharn benutzt, der von etwa zwei bis vier Tieren gewonnen 
war. Gewoédhnlich wurde Sammelharn von 12 Stunden, seltener von 24 Stun- 
den verwendet. Um eine bakterielle Zersetzung der Harnbestandteile zu 
vermeiden, waren die Proberéhrchen, in denen der Harn gesammelt wurde, 
mit einigen Tropfen Toluol beschickt. In einigen Fallen wurde frisch ge- 
lassener Harn benutzt, der nach der Tétung des Tieres durch Saugen mit 
einer Spritze aus der Blase entnommen war. 


2. Nachweis von Ketosduren im Harn. 


Bei den ersten orientierenden Versuchen wurde Sammelharn von 
zwolf Ratten verwendet, die 3 Wochen in Karenz des B-Vitaminkomplexes 
gelebt hatten und deren Gewicht etwa 50 bis 60 g betrug. Die Tiere wurden 
in vier Gruppen zu je drei Tieren eingeteilt und 12 Stunden in Harntrichtern 
gehalten. Die Menge der einzelnen Harnproben nach 12 Stunden betrug 
4,0, 4,9, 6,1 und 6,2 ccm. 

Um die vermutete Erhéhung des Brenztraubensdéuregehalts nachzu- 
weisen, wurde mit einem Teil jeder Harnprobe die tibliche Nitroprussid- 
natriumreaktion von Simon-Piaux angestellt. Die Reaktionen fielen, 
ebenso wie die bekannten Acetonreaktionen von Legal, Lange und Rothera, 
stets negativ aus. Beim Versetzen des Harns mit etwa 20 Vol.-% eines 
2, 4-Dinitrophenylhydrazinreagens, das in 2n Salzséure gelést 1% 2, 4-Di- 
nitrophenylhydrazin enthielt, entstand dagegen in drei Proben sofort ein 
starker und in einer Probe ein schwacher Niederschlag. In Sammelharn- 
proben von Normalratten entstand ein Niederschlag erst nach 1 Minute. 

Nach 2 Tagen wurden Sammelharnproben von denselben Tieren und 
von einer Reihe Normaltieren untersucht. Wegen der geringen Menge der 
einzelnen Harnproben wurden dieselben vereinigt, wonach an einem Teil 
des vereinigten Sammelharns die Reaktion von Simon-Piaux nach ver- 
schiedenen Modifikationen — u.a. nach der Modifikation von Carpeni- 


1 P. E. Simola, Acta soe. med. fenn. Duodecim., Ser. A, XVI, 1932. 
2 F.-E. Krusius u. P. EB. Simola, diese Zeitschr. 290, 438, 1937. 
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ceanu' — angestellt wurde. Obgleich der Farbton bei dem Avitaminoseharn 
nicht ganz mit dem Farbton von Normalharn iibereinstimmte, konnte die 
fir Brenztraubensaéure typische blaue Farbe in keinem Falle beobachtet 
werden. Das 2, 4-Dinitrophenylhydrazinreagens rief jedoch in Avitaminose- 
harn, im Gegensatz zum Normalharn, nach einigen Sekunden eine deutliche 
Fallung hervor. Die Acetonreaktionen fielen wie friiher negativ aus. 

Bei zwei anderen Rattengruppen, die 3 Wochen in Karenz des ganzen 
3-Komplexes gehalten waren, wurde in Sammelharnproben auch die 
Methylindolreaktion von Dische und Robbins? angestellt. Die Brenztrauben- 
siiure liefert bei dieser Reaktion angeblich eine rote, das Methylglyoxal eine 
violette Farbe. Verglichen mit dem Normalharn war die entstandene rot- 
violette Farbe der pathologischen Harnproben etwas starker und von etwas 
anderer Tonung. Im iibrigen erschien diese Reaktion zum Nachweis von 
Brenztraubensiure oder Methylglyoxal im Harn weniger brauchbar. 

Fiir eine eingehendere Untersuchung des 2, 4-Dinitrophenylhydrazin- 
niederschlags wurde Harn von insgesamt 15 in Karenz des ganzen B-Vitamin- 
komplexes lebenden Ratten gesammelt. Von dem gewonnenen Sammelharn, 
28 ccm, wurde die eine HAlfte fiir die obenerwahnten Reaktionen verwendet. 
Die andere Halfte wurde mit 20 Vol.-% 2, 4-Dinitrophenylhydrazinreagens 
von der friiher erwahnten Zusammensetzung versetzt, der entstandene 
Niederschlag nach 5 Minuten abzentrifugiert, dann im Zentrifugierréhrchen 
dreimal mit 0,5n Salzsaure und zuletzt zweimal mit Wasser gewaschen. 
Der erhaltene gelbbraune Niederschlag léste sich zum gréBten Teil in Alkali 
und wurde durch Sauren wieder gefallt. Nach zweimaligem Lésen in Alkali, 
Fallen mit Salzsaure und Waschen mit Salzsiure und Wasser betrug der 
Schmelzpunkt der im Vakuumexsikkator getrockneten Substanz 206 bis 
210°. Das Praparat wurde nicht weiter gereinigt, sondern fiir eine Reihe 
qualitativer Reaktionen benutzt. 

Bei dem Versuch, einheitliche 2, 4-Dinitrophenylhydrazinverbindungen 
aus gréBeren Harnmengen zu erhalten, erwies sich bei spiteren systemati- 
schen Untersuchungen, daB in etwas langer aufbewahrtem Harn nach dem 
Reagenszusatz leicht gewisse auch in normalem Harn vorkommende Bestand- 
teile, Harnfarbstoffe usw. niedergeschlagen werden, die spaiter von dem 
Hauptniederschlag schwer zu trennen sind. Dies ist auch oft der Fall, wenn 
der Harn konzentriert ist und nicht verdiinnt wird. 

Wurde aber der in etwas verdiinntem Harn nach 2, 4-Dinitrophenyl- 
hydrazinzusatz gebildete Niederschlag sofort durch Zentrifugieren ab- 
getrennt, so war es meist ziemlich einfach, den mit 2, 4-Dinitropheny|- 
hydrazin fallbaren Hauptbestandteil des Avitaminoseharns in reiner, einheit- 
licher Form zu gewinnen. 

Der Arbeitsgang bei Darstellung des ersten hochgereinigten Praparats 
war folgender: 20 cem Sammelharn von insgesamt 14 B-avitaminotischen 
Ratten wurden mit dem gleichen Volumen Wasser verdiinnt und dann mit 
8cem 2, 4-Dinitrophenylhydrazinreagens versetzt. Nach 1 Minute wurde 
der gebildete Niederschlag abzentrifugiert, im Zentrifugierréhrchen mit 
0,5n Salzsiure und dann mit Wasser je dreimal gewaschen und darauf 
in 10cem 2%iger Sodalésung gelést. Die braungelbe Sodalésung wurde 
mit verdiinnter Salzsaiure vorsichtig angeséiuert und dann wie vorher mit 
Salzsiure und Wasser ausgewaschen. Das Fallen aus Sodalésung mit Salz- 


1 G. Carpeniceanu, C.r. hebd. Seances Acad. Sei. 198, 272, 1984. — 
2 Dische u. Robbins, diese Zeitschr. 271, 304, 1934. 
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siure wurde noch zweimal wiederholt, wonach der erhaltene Niederschlay 
im Vakuumexsikkator getrocknet wurde. Der Schmelzpunkt des gewonnenen 
gelben Praparats lag dann bei 218 bis 220°. Hierauf wurde die Substanyz 
noch aus Athylacetat auskristallisiert. Der Schmelzpunkt stieg dadurc| 
bis auf 223 bis 224°. 
Bei der Elementaranalyse wurde gefunden: 
4,851 mg Substanz: 7,220 mg CO,, 1,370 mg H,O, 
1,889 ,, ae 0,276 cem N (25°, 757 mm). 
Ber. fiir das 2, 4-Dinitrophenylhydrazon der «-Ketoglutarséure: 
C 40,48%, H 3,09%, N 17,18 %. 
Gef.: C 40,61%, H 3,16%, N 16,80 %. 


Es besteht also eine relativ gute Ubereinstimmung mit den fiir das 
2, 4-Dinitrophenylhydrazon der «-Ketoglutarséure berechneten Werten. 

Fiir Vergleichszwecke wurden gréBere Mengen von «-Ketoglutarsaure 
gema den alteren Arbeitsvorschriften! aus dem durch Kondensation von 
Oxalséiure- und Bernsteinsdureathylester gewonnenem Oxalbernsteinsaure- 
ester dargestellt. Das 2, 4-Dinitrophenylhydrazon der synthetischen 
a-Ketoglutarsiure hatte den Schmelzpunkt von 222 bis 224°. 

Bei Vergleichstitrationen einer kleinen Menge der isolierten reinen Ver- 
bindung und des 2, 4-Dinitrophenylhydrazons der synthetischen «-Keto 
glutarsiure sowie der Brenztraubenséure wurden folgende Werte gefunden: 

10 mg 2, 4-Dinitrophenylhydrazinverbindung aus 

Harn verbrauchten 6,04 cem n/100 NaOH 
10 mg 2, 4-Dinitrophenylhydrazon der syntheti- 

sierten «-Ketoglutarsaure verbrauchten 5,40 n/100 NaOH 
10 mg 2, 4-Dinitrophenylhydrazon der Brenz- 

traubensaure verbrauchten 3,70 ,, n/1l00 NaOH 
Berechnet fiir das 2, 4-Dinitrophenylhydrazon der 

«-Ketoglutarsaéure 6,14 n/100 NaOH 
Berechnet fiir das 2, 4-Dinitrophenylhydrazon der 

Brenztraubensaure 3,73 ,,  n/l0ONaQH 


Es ergab sich also eine gute Ubereinstimmung mit dem Alkaliverbrauch 
des 2, 4-Dinitrophenylhydrazons der «-Ketoglutarsaure. 

Praparate, die direkt aus dem Harn ohne weitere Reinigung isoliert 
oder durch einmaliges Fallen aus Alkali gereinigt waren, lieferten dagegen 
Analysenzahlen, die schlecht mit den Werten des 2, 4-Dinitropheny]- 
hydrazons der «-Ketoglutarséure tibereinstimmten. Der Stickstoffgehalt 
z. B. war, wie aus manchen Elementaranalysen hervorging, im allgemeinen 
um 1 bis 3% zu _ niedrig. 

Aus dem Harn wurde das 2, 4-Dinitrophenylhydrazon der «-Keto- 
glutarsdure oft in Form von kleinen abgerundeten Stabchen ausgeschieden. 
Bei weiterer Reinigung bildete es Nadeln und Nadelbiischel. Bisweilen 
wurden auch wetzsteinférmige Kristalle beobachtet. 

Die Verbindung ist in Wasser und verdiinnten Mineralséuren, sowie in 
Petrolaither schwer léslich, lést sich aber leicht in Athylalkohol, Ather, 
Chloroform, Benzol und Athylacetat. 


1W. Wislicenus u. M. Waldmiiller, Ber. d. D. chem. Ges. 44, 1564, 1911: 
E. E. Blaise u. H. Gaulth, Bull. soe. chim. (4) 9, 455, 1911; C. Neuberg u 
M. Ringer, diese Zeitschr. 71, 226, 1915. 
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In Alkali lést sich die Verbindung auBerst leicht. Im Gegensatz zu 
den stark gefarbten braunvioletten Alkalilésungen des 2, 4-Dinitropheny]- 
hydrazons der Brenztraubenséiure sind die Alkalilésungen der isolierten 
Verbindung sowie derjenigen des aus der synthetisierten «-Ketoglutar- 
siure dargestellten 2, 4-Dinitrophenylhydrazons gelb bis gelbbraun gefarbt. 
Gerade durch diesen Umstand wurde, wie friiher erwahnt, zuerst die Auf- 
merksamkeit darauf gelenkt, da es sich nicht um die Ausscheidung von 
Brenztraubensaure, sondern um die irgendeiner anderen Ketosaure handeln 
mubte. 

Die Eigenschaften der spaiter aus dem B-Avitaminoseharn isolierten 
Verbindungen waren immer gleich, obwohl es bei gewissen Harnen schwieriger 
war, ganz reine Praparate zu erzielen. 

Die quantitative Bestimmung des Gehalts an «-Ketoglutarsaure erfolgte 
bei den ersten Versuchen so, dai der mit 2, 4-Dinitrophenylhydrazin gefallte 
Niederschlag zuerst mit Salzsaéure und Wasser gewaschen, dann im Vakuum- 
exsikkator getrocknet und gewogen wurde. Der gréBte Wert, der auf diese 
Weise ermittelt wurde, betrug auf 20 cem Sammelharn von Ratten, die in 
Karenz des ganzen B-Vitaminkomplexes gelebt hatten, 98 mg 2, 4-Dinitro- 
phenylhydrazon, was einem Gehalt von 0,22 °% «-Ketoglutarséure entspricht. 

Danach wurde in einigen Versuchsreihen der Ketosauregehalt titri- 
metrisch bestimmt, indem der aus etwa 5cem Harn gefallte 2, 4-Dinitro- 
phenylhydrazinniederschlag nach griindlichem Waschen mit Wasser in 
einer bestimmten Menge 0,02n Natriumhydroxydlésung gelést und der 
Alkaliverbrauch durch Titrieren mit 0,02n Schwefelsaure gegen Brom- 
thymolblau oder Phenolrot ermittelt wurde. Wegen der starken Eigenfarbe, 
welche die Alkalilésungen der ungereinigten, aus dem Harn direkt gefallten 
Niederschlage aufweisen, gestaltete sich die Beobachtung des Umschlag- 
punktes bei der Titration oft sehr schwierig. Bei der titrimetrischen Be- 
stimmung schwankte der als «-Ketoglutarsiure berechnete Ketosaiuregehalt 
im Harn bei B-avitaminotischen Ratten zwischen 0,02 und 0,155. 

Auf der Suche nach einem Verfahren, mit dem man den Ketosaure- 
gehalt in Reihenversuchen, bei denen die Harnmenge oft sehr gering war, 
schnell ermitteln kénnte, wurde zuerst die Anwendbarkeit der Bisulfit- 
methode von Clift und Cook gepriift. Wegen gewisser stérenden Harn- 
bestandteile, deren Entfernung nicht gelang, war es aber trotz vieler Be- 
miihungen nicht méglich, mit dieser Methode gut reproduzierbare Werte 
zu erzielen. 

Danach wurde versucht, fiir orientierende Zwecke den Ketosaéuregehalt 
bei Reihenversuchen naiherungsweise durch Triibungsproben festzustellen. 
Bei den ersten Versuchsreihen wurde durch die iibliche serologische Ver- 
diinnungstechnik die Grenze gesucht, bei welcher nach Zusatz von 2, 4-Di- 
nitrophenylhydrazin eben noch eine Triibung nachzuweisen ist. Auf Grund 
spaterer vergleichenden Untersuchungen wurde die Methodik dahin ab- 
geandert, daB statt fortgesetzten Verdiinnens die Zeit bestimmt wurde, die 
in verdiinntem Harn zur Bildung eines Niederschlags notwendig ist. Dabei 
wurden 0,5 bzw. 1 cem Harn mit dem gleichen Volumen Wasser verdiinnt, 
dann mit 0,2 bzw. 0,4cem 2, 4-Dinitrophenylhydrazinreagens versetzt, 
wonach sowohl der Zeitpunkt der eben beginnenden Triibung als auch der 
einer deutlich ausgepragten Triibung festgestellt wurde. In normalem 
Rattenharn ist eine eben beginnende Triibung im allgemeinen friihestens 
nach 15 Sekunden wahrzunehmen. Sehr oft triibt sich der normale Ratten- 
harn sogar erst nach einigen Minuten. Bei durch Karenz von B-Vitamin- 
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komponenten stark erhéhtem Ketoséuregehalt triibt sich der Harn momenta: 
und nach 10 Sekunden ist ein sehr reichlicher gelber Niederschlag vorhanden. 
Bei Beurteilung des Ketosauregehalts gilt die Regel, daB eine beginnende 
Triibung nach | bis 5 Sekunden eine starke, nach 5 bis 10 Sekunden eine 
mittelstarke und nach 10 bis 15 Sekunden eine schwache Erhéhung des 
normalen Ketosaéuregehalts bedeutet. Die Methode ist natiirlich nicht 
exakt — es gibt auch andere Faktoren, wie z. B. das spezifische Gewicht 
des Harns, die Veranderungen im Triibungsgrad bewirken —, aber bei 
manchen Reihenversuchen, in denen gleichzeitig die Harnproben von 
mehreren Mangelzustanden miteinander verglichen wurden und die Menge 
des Sammelharns oft nur 0,5 bis 2 cem betrug, lieferte sie schnell einen guten 
orientierenden Uberblick. — Fiir eine genaue Bestimmung der innerhal} 
einer bestimmten Zeit — z. B. 12 bzw. 22 Stunden — ausgeschiedenen 
Ketosaurenmenge eignet sich die Methode natiirlich nicht. 

Um Raum zu sparen und die Veranderungen im Ketosauregehalt 
besser zu veranschaulichen, sind die mittels der letzterwahnten Methode 
erhaltenen Resultate bei verschiedenen B-Vitaminmangelzustanden in 
den beigefiigten sieben Tabellen zusammengestellt. In den Tabellen 
sind die Triibungszeiten durch zwei Sekundenzahlen angegeben, von 
denen die erste eine eben wahrnehmbare Triibung, die folgende eine 
deutliche Niederschlagsbildung bezeichnet. 

Wie aus den Tabellen ersichtlich, tritt bei Ratten, die gar keine 
B-Vitamine oder autoklavisierte Hefe als B-Vitaminquelle erhalten 
haben, im Vergleich zu Normaltieren ein sehr ausgesprochener Unter- 
schied zutage, obgleich bei AusschluB des ganzen B-Komplexes einige 
Ausfalle vorkommen. Die anderen B-Vitaminversuche, bei denen die 
Ratten als B-Vitaminquelle Vitamin B,, oder Vitamin B, zusammen 
mit Lactoflavin, oder autoklavisierte Hefe zusammen mit Vitamin B, 
erhalten hatten, lieferten keine ganz eindeutigen Resultate. 

Am deutlichsten kam vielleicht die Tendenz zur Erhéhung des 
Ketoséuregehalts bei Tieren zum Vorschein, denen ausschlieBlich 


Tabelle I. Kontrollratten. 





Anfangs- Versuchsdauer in Tagen (Triibungsprobe) 


gewicht 
der Tiere 
in g 


Nr. der 
Tier- 
gruppe 





16—18 | 19-21  22—24 | 25—27 | 28—30 | 31—33 | 34-36 | 37—39 | 40—42 





Triibungszeiten in Sekunden 


30/35 135-155 | 20-—35 25-40 47-60 

32 35 160—230 29-53 115-40 25-45 > 60 

48 A/35|| 45— 55 | > 120 | 

48 B/35 45- 60 18-60 

4136 92-103 ~~ 6014-30 16—40 

42:36 41— 95 40-60 > 120 > 120 

46 36 48— 70 > 120 > 120 

47 36 46— 65 25 —50 > 120 

29/37 37-—- 56 20-31 25-41 25-39 25-35 
10437 45-— 50 > 60 > 60 > 60 19-45 
105/37 200-230 32-59 > 60 > 60 20-41 
110/37 110—125 19-51 
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2% Tabelle Il. Ratten bei AusschluB des ganzen B-Komplexes. 
nader 
rende . a - 
Anfangs- Versuchsdauer in Tagen (Triibungsprobe) 
1 elk = 
Nr. der gewicht eeatres apie : Arg Beat 
y des Tiergruppe | der Tiere 24 25-27 28-30 | 31-33 34-36 
nicht = Triibungszeiten in Sekunden 
wicht 
r bei 36/35 43— 58 37-55 9-17 6- 815 
von 37/35 81— 97 9-17| 8-17) 1— 3) 4-11 
lenge 40/35 200-240 40—50 15-50 20-40 6 
ruten 46 A/35 45— 5d 1-— 3 
rhalb 46 B/35 45— 40 8—12 
lenen 47/35 45— 59 1- 3 
39/36 41—100 5— 7} 4— 8 
40/36 36— 79 20-30) 14-18 
shalt 43/36 180-200 10-25 15 : 5|16-20 2 
hode 4436 180—210 7-10 5-15 5—13/20-43 1 
a 45 36 170-205 7-11 6- ‘ 4/10-15 7- 
mm 101/36 240-370 
ellen 104/36 105-170 
von 105/36 57— 68 30-55 18-45 
é 109/37 45— 55 > 60! 7— 8 
eine 112/37 56— 55 20-41 
113/37 54-— 72 12—25 
eine 
ten Tabelle ITT. Ratten, gefiittert mit autoklavisierter Hefe als 
nter- B- Quelle. 
nige 
die tr. der Anfangs- Versuchsdauer in Tagen (Triibungsprobe) 
men Tier- Ce. 16-18 | 19-21 22-24 | 25-27 28-30 | 31-33 34—36 | 37-39  40—42 
B gruppe in g 
1 ] Triibungszeiten in Sekunden 
des 33/36 74-101 20-36 
, 34/36|| 71— 97 
lich 3436 71-— 97 


48/36 101—109 
102/36 |, 280-380 
107/36 110-195 
121/37; 51-— 62 
4937 101-110 20-55 
50/37} 51-— 62 23-41 21—32 


Tabelle IV. Ratten, gefiittert mit autoklavisierter Hefe 
+ Vitamin B,. 





Versuchsdauer in Tagen (Triibungsprobe) 
Nr. der Pere anee ‘ 
Tier- 19—21 22—24/ 25-27 28-30 31—33| 34-36 37—39 |40—42 | 43—45 
gruppe © bem || 


Triibungszeiten in Sekunden 


35/386 38-82 ~~ 60 10-1: 21--30 7-12 
lt 


36/36 36-87 > 60 7 19—36 
3237 53-62 | > 60 > 60 
27/37 | 51-73 45-58 41—60 


Biochemische Zeitschrift Band 302. 











98 P. E. Simola: 


Tabelle V. Ratten, gefiittert mit Vitamin B, als B- Quelle. 





? Versuchsdauer in Tagen (Triibungsprobe) 
Anfangs- * Se eae 
gewicht ‘ 4 
Pt wed 28-30 31-33 _*f, 37-39 40-42) 43, 

ing —_ a - SNR craewe: Seale cae | ‘ — = 

Triibungszeiten in Sekunden 


Nr. der 
Tier- 
gruppe 


46—48 


37/36 63-87 - § 7-10 4-10 
38/36 35-90 12-18 8-14 

24.37) 48-56 17-26 14-30 6-12 4-9 5-13 
26/37 || 41-71 || 26-50 30 9-12 19-20 5-16 25-505 
101/37 41-76 || 20 ~ 60 45-60 17-50 25-60 
102/37 102-135) 41-60 21-42 20-35 30-59 


Tabelle VI. Ratten, gefiittert mit Vitamin B, und Lactoflavin als 
B- Quelle. 





Nr? der Anfangs- Versuchsdauer in Tagen (Triibungsprobe) 
"Tie gewicht ; — Fe ee eee aR 

ler- der Tiere 18-20 21—23 24—26 27-29 30—32) 33-35 36—38 39—41 46—48 66- ¢ 
gruppe in g - a 





Triibungszeiten in Sekunden 


23.37 40—55 22-60 22-39 9-15 14-19 10-19 
25/37 37—56 > 60 24-39 12 | 9-14) 4-18 
103/37 37—52 > 60 45-60 30-55 

106 37 56—60 45-58 > 60 45-60 
107/37 35—43 30-56 > 60 
108 Al37 56-60 ~60 > 60 > 60 

108 B37 40—55 31-60 > 60 


Tabelle VII. Ratten bei protrahiertem B-Vitaminmangel. 





Anfangs- Versuchsdauer in Tagen (Triibungsprobe) 


Nr. der ; 
me. wicht |-————— ma 
Tier- || 40 "Tiere | 21-23 | 24—26 | 27—29 | 31-83 | 34—36 37 


gruppe in g . EGO RS 
Triibungszeiten in Sekunden 


27/36 | 39-61 | > 60 | > 60 18-31 11—30 
28/36 46—52 | > 60 11—30) 7-13 
114/37 | 538—57 5—15 


Vitamin B, als B-Vitaminquelle zugefiittert war. Aber auch bei anderen 
1 5 

Versuchsserien war in einigen Fallen eine schnelle Triibungsintensitiit 

zu beobachten. 

Deutliche Unterschiede gegeniiber Normalratten traten auch bei 
Ratten hervor, die an chronischem B-Vitaminmangel litten. 

Die Resultate der A- und C-Vitaminuntersuchungen sowie Hunge: 
versuche, die hinsichtlich der Ausscheidung von «-Ketoglutarséure nichts 
von der Norm Abweichendes ergaben, werden hier nicht naher wiede: 
gegeben. 

Es sei noch erwahnt, daB bei verschiedenen B-Vitaminmangelzustanden 
auch qualitative Versuche iiber die Natur der im Harn ausgeschiedenen 
Ketosaéuren ausgefiihrt wurden. Wie bei vélligem Ausschlu8 des ganzen 
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8-Vitaminkomplexes beruhte die Erhéhung des Ketosduregehalts auch 
n diesen Fallen hauptsachlich auf einer vermehrten Ausscheidung von 
4-Ketoglutarsaure. Auf Versuche zum Nachweis anderer Ketosaéuren im 
Harn bei B-Avitaminosen wird in diesem Zusammenhang nicht naher 
eingegangen. 

In einigen Fallen wurden bei dem AusschluB8 von Teilfaktoren der 
B-Vitamingruppe die iiblichen Acetonkérperreaktionen angestellt, die 
negativ ausfielen. 


3. Uber den Ketosturegehalt im Blute. 


Bei Untersuchung des Ketosaéuregehalts im Blute kam die Bisulfit- 
bindungsmethode von Clift und Cook mit Ausnahme der ersten Bestinomun- 
gen in einer von Elliott, Benoy und Baker! modifizierten Form zur An- 
wendung. Fiir eine Analyse wurden gewohnlich 3 cem Blut gebraucht, das 
direkt in 12cem 10°%ige Trichloressigsiurelésung einpipettiert wurde. 
5eem des Trichloressigsdéurefiltrats wurden dann auf py 2 eingestellt, mit 
l1eem 1 mol. Natriumbisulfitlésung versetzt und 15 Minuten stehengelassen, 
worauf das Bisulfit in iiblicher Weise gegen Starke mit 0,1 cem Jodlésung ab- 
gestumpft und das nach Zusatz von 2 g sekundirem Natriumphosphat frei 
gewordene Jod mit n/100 Thiosulfatlésung zuriicktitriert wurde. In der 
urspriinglichen Methode von Clift und Cook wird statt sekundirem Natrium- 
phosphat Natriumearbonat verwendet. 

In den folgenden Tabellen sind einige bei totaler B-Vitaminkarenz, bei 
Verfiitterung von autoklavisierter Hefe sowie bei Verfiitterung von auto- 
klavisierter Hefe und Vitamin B, ermittelte Werte wiedergegeben. 


Tabelle VIII. Kontrollratten. 





Dem Bisulfitwert entsprechende 
Menge Brenztraubensdiure in mg 
auf 100cem Blut 


Anfangsgewicht Versuchsdauer 


Nr. der Tiergruppe | “Ger ‘Tiere in g in Tagen 


30/35 135—155 60 4,5 
48 A/35 45— 65 26 5,0 
46 36 48— 70 33 4,1 


Tabelle IX. Ratten bei Ausschlu8 des ganzen B-Komplexes. 





Dem Bisulfitwert entsprechende 
Menge Brenztraubenséure in mg 
auf 100ccem Blut 


. in Anfangsgewicht Versuchsdauer 
Nr. der Tiergruppe || “Ger Tiere in g in Tagen 
il 

37/35 81— 97 26 7,6 
101/36 240—370 35 5,2 
109/37 45— 55 76 8.0 


Tabelle X. Ratten, gefiittert mit autoklavisierter Hefe als 
B- Quelle. 





" — , Dem Bisulfitwert entsprechende 
Anfangsgewicht Versuchadauer Menge Brenztraubensiure in mg 


Nr. der Tiergruppe oe fc 4 ring =9 
der Tiere in g in Tagen aut 100 cers Blas 


33/36 74—101 37 9,2 
34 36 q1— 97 39 9,3 
1 K. A.C. Elliott, M. P. Benoyu. Z. Baker, Biochem. J. 29, 1938, 1935. 


(* 








100 P. E. Simola: 


Tabelle XI. Ratten, gefiittert mit autoklavisierter Hefe 
+ B,-Vitamin. 





Dem Bisultitwert entsprechend 
Menge Brenztraubensiiure in n 
auf 100 ccm Blut 


Anfangsgewicht Versuchsdauer 


vr. der Tiergruppe a tra 
Nr. der Tiergrupp der Tiere in g in Tagen 


35/36 38 — 82 45 5,1 
36/36 36—87 47 5,3 


Wie aus den Tabellen zu ersehen, sind die Bisulfitwerte bei Aus- 
schluB des ganzen B-Vitaminkomplexes und namentlich bei Zufiitteruny 
von autoklavisierter Hefe deutlich erhéht, waihrend bei Tieren, die neben 
der autoklavisierten Hefe Vitamin B, erhielten, kaum eine Erhéhung 
zu beobachten ist. 


Um die chemische Natur der bisulfitbindenden Verbindungen im Blute 
niher zu untersuchen, wurde bei einem ersten Versuch gleichzeitig eine 
Reihe B-avitaminotischer Ratten und Kontrollratten geté6tet und das Blut 
von den Tieren beider Gruppen getrennt gesammelt. Von dem Sammelblut 
wurden je 20cem mit 25°¢iger Trichloressigsiure enteiweiBt, wonach die 
Filtrate stark eingeengt und mit 25°, 2, 4-Dinitrophenylhydrazinreagens 
versetzt wurden. Nach 12 Stunden wurden die Hydrazinverbindungen mit 
Athylacetat extrahiert, die alkaliléslichen Hydrazone in Soda aufgenommen 
und dann mit Athylacetat nach Ansiéuern wieder extrahiert, wonach dic 
Reinigung mittels Soda und Athylacetat nochmals wiederholt wurde. Die 
Menge der gewonnenen alkaliléslichen 2, 4-Dinitrophenylhydrazinverbin 
dungen war aber sowohl bei avitaminotischen als normalen Tieren so gering. 
daB es nicht gelang, eine sicher einheitliche Hydrazinverbindung zu isolieren 
und daB man nicht zu entscheiden vermochte, in welchem MaBe die Erhéhung 
der bisulfitbindenden Verbindungen auf Brenztraubensiure oder «-Keto 
glutarséure beruht, die beide wahrscheinlich gleichzeitig im normalen Blute 
vorkommen. Die relativ starke Farbe der alkaliléslichen 2, 4-Dinitropheny! 
hydrazinverbindungen deutete jedoch etwas darauf hin, daB bei Blut 
B-avitaminotischer Tiere eine Steigerung des Brenztraubensauregehalts 
vorkommt. Da es bei spiéiteren Versuchen nicht méglich war, eine groBere 
Anzahl B-avitaminotischer Tiere zu t6ten, um wenigstens doppelt soviel 
Blut wie im obigen Versuch zu gewinnen, wurde nach einigen vergeblichen 
Versuchen auf die qualitative Untersuchung der Ketosaéuren im Blute bei 
B-avitaminotischen Zustaénden verzichtet. 


!. Vorkommen von Methylglyoxal im Harn. 


Bei Untersuchung des Methylglyoxalgehalts im Harn wurden al- 
Versuchstiere Ratten verwendet, die unter AusschluB der ganzen B-Vitamin 
gruppe gehalten oder mit autoklavisierter Hefe als B-Vitaminquelle ge 
fiittert waren. Die Harnproben wurden wie friiher mit dem 2, 4-Dinitro 
phenylhydrazinreagens versetzt, aber der Niederschlag erst nach 2 Stunden 
abzentrifugiert. Der gebildete 2, 4-Dinitrophenylhydrazinniederschlag wurde 
im Zentrifugierréhrehen dreimal mit 0,5 n Salzséure, zweimal mit Wasse! 
gewaschen und dann mit 2° iger Natriumearbonatlésung behandelt, un 
die alkaliléslichen Ketoséiurehydrazinverbindungen zu entfernen. Da- 
2, 4-Dinitrophenyl-bis-hydrazon des Methylglyoxals ist bekanntlich 1 
Alkali schwer léslich. — Der nach dreimaliger Natriumbicarbonatbehandluny 
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zuruckgebliebene kleine Riickstand wurde nach den Angaben von Barren- 
scheen und Dreguss' in 5cem alkoholischer Kaliumhydroxydlésung gelést, 
wonach die entstandene violette Farbe kolorimetriert wurde. Zum Vergleich 
diente eine alkoholische Kaliumhydroxydlésung, welche die alkaliunléslichen 
2, 4-Dinitrophenylhydrazinverbindungen aus der gleichen Menge Normal- 
harn von Ratten enthielt. Es ergab sich, daB die Farbe des Alkaliextrakts 
in der Halfte der untersuchten B-Avitaminosefalle etwas starker war als bei 
normalen Tieren. Der Unterschied war im Vergleich zu der Erhéhung des 
Ketosduregehalts geringfiigig. Da die Harnmenge bei den untersuchten 
Avitaminosefallen deutlich geringer war als bei den Kontrolltieren, ist es 
nicht ausgeschlossen, daB die in einigen Fallen beobachtete Vermehrung der 
neutralen 2, 4-Dinitrophenylhydrazinverbindungen auf eine Konzentrierung 
des Harns und nicht auf eine absolute Vermehrung der wahrend einer be- 
stimmten Zeit ausgeschiedenen Carbonylverbindungen zuriickzufiihren ist. 
Da es moglich ist, daB Methylglyoxal beim Stehen spontan aus dem Harn 
verschwindet, wurde in zwei Fallen ganz frisch gelassener Harn von B-avita- 
minotischen Tieren untersucht. Die Farbe der alkoholischen Kalium- 
hydroxydlésung war in dem einen Falle starker, in dem anderen aber ein 
wenig schwicher als bei den entsprechenden Kontrollproben. 

Wegen der geringen Ausbeute an den in wisseriger Alkalilésung un- 
léslichen 2, 4-Dinitrophenylhydrazinverbindungen wurde auf eine qualitative 
chemische Untersuchung dieser Verbindungen verzichtet. 


Zusammenfassung. 

An Hand eines groBen Materials wird gezeigt, daB in Uberein- 
stimmung mit den friiheren Beobachtungen des Verfassers bei langerer 
Karenz der ganzen B-Vitamingruppe im Rattenharn fast regelmabig 
eine starke Erhéhung des Ketosauregehalts vorkommt, die haupt- 
sachlich auf einer vermehrten Ausscheidung von g-Ketoglutarsaéure 
beruht. 

Noch regelmaBiger als bei vélligem AusschluB der B-Vitamin- 
gruppe wurde eine starke Vermehrung des Ketosaéuregehalts bei lang- 
fortgesetzter Verfiitterung von autoklavisierter Hefe als B-Vitamin- 
quelle gefunden. Wurde die Nahrung noch mit Vitamin B, komplettiert, 
so war die Ketosiureausscheidung deutlich kleiner, obgleich nicht 
immer bis auf voéllig normale Werte gesunken. 

Bei ausschlieBlicher Zufuhr von Vitamin B, war die Ketosaure- 
ausscheidung in Endstadien der Mangelkrankheit oft deutlich erhéht. 


Auch bei gleichzeitiger Zugabe von Vitamin B, und Lactoflavin als 


B-Vitaminquelle schien der Ketosiuregehalt oft etwas héher zu sein 
als normal. 

Bei A-avitaminotischen Ratten und A- und C-avitaminotischen 
Meerschweinchen, sowie bei hungernden Tieren war dagegen keine 
deutliche Erhéhung des Gehalts an »-Ketoglutarsiure im Harn fest- 
zustellen. 


1H. K. Barrenscheen u. M. Dreguss, diese Zeitschr. 283, 305, 1931. 
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Mittels der titrimetrischen Bisulfitbindungsmethode wurde fest. 
gestellt, daB, wie schon friiher hervorgehoben, bei vélligem Ausschlu|) 
der B-Vitamingruppe eine Erhéhung des Ketosauregehalts im Blut 
vorkommt. 


Dies war auch der Fall, wenn autoklavisierte Hefe als B-Vitamin- 
quelle verfiittert wurde. Bei gleichzeitiger Zugabe von autoklavisierter 
Hefe und Vitamin B, war der Ketosdéuregehalt im Blute fast normal. 

Im Gegensatz zu dem Umsatz der g-Ketosauren scheint bei B-avita- 
minotischen Zustinden keine deutliche Stérung des Acetonkoérper- 


stoffwechsels vorzukommen. 

Vorlaufig erscheint es auch fraglich, ob bei B-avitaminotischen 
Zustainden deutlich erhéhte Mengen Methylglyoxal im Harn ausge- 
schieden werden, wie von anderer Seite behauptet worden ist. 
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Uber die Wirkung des Porphyrins auf den 
Stoffwechsel des Warmbliiters. II. 
Von 
Karl Hinsberg und Richard Merten. 
(Aus der Chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat 
Berlin.) 


(Eingegangen am 19. Juni 1959.) 


Friihere Untersuchungen hatten ergeben, dab nach Injektionen 
von Hamatoporphyrin iiber langere Zeit eine deutliche Wirkung auf 
die C-, N- und Vakat-O-Ausscheidung im Harn von Kaninchen zu 
beobachten war. Wiahrend der sechswéchigen Versuchsperiode stieg 
nicht nur die absolute Menge dieser drei Komponenten im Harn, 
sondern vor allen Dingen der Kohlenstoffquotient (C'N), wahrend der 
Oxydationsquotient (ON) sank. In der Nachperiode zeigte sich eine 
Riickkehr der Werte zur Norm (1). 

Es war unser Bestreben, diese Versuche am Kaninchen zu wieder- 
holen und gleichzeitig zu erfahren, welche Stickstoffraktionen im Harn 
einer wesentlichen Veranderung unterliegen. 


= 
Die Versuchstiere wurden wiederum in besonderen Stoffwechsel- 


kafigen gehalten und iiber lange Zeit gleichmaBig mit Hafer und Frisch- 
futter ernahrt, bis die Harnausscheidung sowie die Werte fiir C und N gleich- 
maBig blieben. Wahrend des ganzen Versuchs wurden bei einem Kontroll- 
tier (Nr. 30) samtliche Untersuchungen mitverfolgt. Die Versuchstiere 
Nr. 31 und 32, die sich in einem gréBeren Versuchskafig befanden, erhielten 
pro Tag und kg Koérpergewicht 1 mg Hamatoporphyrin intramuskular 
injiziert, insgesamt je etwa 125mg. Die Versuchstiere Nr. 33 und 34 er- 
hielten ebenfalls intramuskular steigende Mengen Hamatoporphyrin, und 
zwar von 1 mg pro kg Korpergewicht taglich, in dreitagigen Perioden bis 
zu 10 mg steigend, insgesamt wahrend der 36tagigen Versuchsperiode 665 
baw. 700 mg Hamatoporphyrin. Wir benutzten das Praparat der Nordmark- 
Werke, Hamburg, denen wir fiir die Bereitstellung der groBen Mengen an 
dieser Stelle besonders danken. 

Gleichzeitig wurde bei zwei Versuchstieren Protoporphyrin injiziert, 
und zwar erhielt Kaninchen Nr. 35 gleichbleibende Mengen, 0,25 mg pro kg 
Korpergewicht taglich, insgesamt 28mg, Kaninchen Nr. 40. steigende 
Mengen, beginnend mit 0,25 mg und dann alle 3 Tage gesteigert bis zu 
2,5 mg pro kg Kérpergewicht taglich, insgesamt etwa 136mg Protoporphyrin. 
Die Dosierung des Protoporphyrins wurde so gewahlt, weil wir auf Grund 
anderer Versuche festgestellt hatten, daB die Wirkung von Protoporphyrin 
viermal so stark war wie die des Himatoporphyrins. Bei simtlichen Tieren 
wurden nachfolgende Bestimmungen in regelmaBigen Abstanden durch- 
gefiihrt. 

Im Blut: freier Blutzucker nach der Methode von Fujita und 
lvatake, gebundener Blutzucker nach Merten, ferner Blutmilchsaure 
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nach Fiirth-Carnass mit der Fuchsschen Milchsaureapparatur, Gesamt. 
aceton nach Engfeld (letzterer immer nur bei einem Tier einer Ver. 
suchsgruppe), GesamteiweiB refraktometrisch, Rest-N nach Kjeldah/ 
im Folin-Wu-Filtrat, Aminosiuren-N und Harnsadure-N nach Bé/» 
und Griiner, ferner Hamoglobin. 

Im Harn: Gesamt-C nach Lieb und Krainick, Gesamt-N nach 
Kjeldahl, Bromlaugen-N nach Kowarsky, Aminosiuren-N nach Bé/) 
und Griner, Harnsaure nach Folin. 


Erge bn iSs¢ : 

Das Kontrolltier Nr. 30 zeigte wahrend des ganzen Versuchs nur 
geringfiigige Schwankungen. 

Neben der schon friiher beobachteten Steigerung der Haimoglobin. 
werte zeigte sich bei allen Versuchstieren ebenfalls eine Zunahme des 
GesamteiweiBes im Serum, gegen Ende des Versuchs auch eine Zunahme 
des Rest-N sowie des Aminosdéuren-N, wahrend der Harnsaure-N sich 
kaum veranderte. Leider muBten wir auf eine Bestimmung des Harn- 
stoff-N im Blut verzichten, jedoch sind auch in dieser Fraktion kaum 
grOBere Veranderungen anzunehmen. Der freie Zucker blieb unverandert, 


wahrend der gebundene entsprechend friiheren Befunden wieder stark 


anstieg. Wir miissen auf die Wiedergabe simtlicher Werte verzichten 
und kénnen diese im folgenden nur fiir die Kaninchen Nr. 30, 32 und 35 
tabellarisch zusammenfassen (Tabelle 1). Blutmilchsaure und Aceton 
zeigten keine Veranderungen. 

Wahrend die Veranderungen im Blut nicht sehr deutlich sind, 
zeigen die Untersuchungen im Harn der Versuchstiere gegeniiber dem 
Kontrolltier, sowie auch untereinander (Hamato- und Protoporphyrin- 
behandlung) charakteristische Veranderungen (Tabelle II bis VI). 

Die Versuchstiere Nr. 31 und 32, die mit gleichbleibenden Dosen 
Hamatoporphyrin behandelt worden sind, lassen neben einer deutlichen 
Steigerung der Diurese eine starke Erhéhung der C- und N-Ausscheidung 
erkennen, der Kohlenstoffquotient CN steigt ebenfalls stark an, ein 
Zeichen dafiir, daB relativ viel unvollstaéndig oxydierte Kohlenstoff- 
verbindungen ausgeschieden werden. Es mu also eine Hemmung der 
Oxydationen eingetreten sein. Der bei weitem gréBte Teil der N-Aus- 
scheidung ist auf eine vermehrte Harnstoff-N-Ausscheidung zu beziehen. 
Der Aminosiuren-N nimmt zwar ebenfalls stark zu, jedoch nur pro- 
portional der allgemein vermehrten N-Ausscheidung, wahrend der 
Harnséiure-N nur eine minimale und nicht zu wertende Vermehruny 
erkennen laBt. Das Maximum der Ausscheidung findet in der 3. Woche 
statt; das des Kohlenstoffquotienten ist wahrscheinlich noch am Schluti 
der Versuchsperiode nicht erreicht (Tabelle III). Wir schliefen 
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Tabelle I. 
Veranderungen im Blute von Kaninchen vor und nach 
Behandlung mit Hamatoporphyrin (Kaninchen Nr. 32 bis 34) und 


Protoporphyrin (Kaninchen Nr. 35 und 40). Nr. 30 Kontrolltier. 





Vorperiode Hauptperiode 


21. XI. | 28. XI. | 5. XII. | 12. XII.) 19. XII. 


. Gesamt-N im Serum 
} Oo 
in g% 


Rest-N in mg% 


Aminosauren-N 
in mg% 


Harnsaure-N 
: “e 
in mg% 


Freier Zucker, 
gebundener Zucker 
in mg% 


Milchsaéure in mg% 


Gesamtaceton 
in mg% 


Hamoglobin in mg% 


33 
35 
30 
31 
34 
30 
32 


9Qr 
90 


7. Eh. 


5,90 
5,57 
6,12 
36,4 
28,0 
30,2 
10,2 
12,74 
10,28 
1,16 
1,12 
1,50 
124 
142 
141 
178 
124 
154 
21,4 
19,4 
18,6 
3,34 
2.46 
4,31 
10,8 
10,8 


9,6 


14. XI. 


5,90 
5,94 
7,16 


6,34 
6,34 
6,16 
41,3 
33,6 
34,8 
15,96 
11,16 
12,16 
1,26 
1,00 
1,42 
134 
133 
138 
163 
132 
190 
20,7 
18,5 
18,3 


2,86 


97 


msl 


4,68 


9,6 
10,6 
9,8 


6,28 
6,42 
6,34 


6,34 
6,59 
6,16 
43,7 
35,1 
36,2 
17,9 
17,2 
18,6 
1,21 
1,41 
1,56 
128 
136 
146 
254 
118 
254 
16,4 
25,8 
21,5 


Qr 


oO,¢ 

2.05 

8,54 
11,2 
13,8 
11,8 


6,50 
6,55 
7,16 


6,41 
6,60 
7,63 
38,6 
45,7 
35,0 
12,45 
20,38 
15,6 
1,24 
1,05 
1,18 


108 
146 
126 
350 
123 
260 
23,5 
16.0 
19,2 
0 


3,02 
2,65 
3,51 


5 
f 


11, 
13,: 
11,0 


aus diesen Befunden, da Haimatoporphyrin zuerst eine Steigerung 
des Gesamtstoffwechselumsatzes bewirkt, die ein gewisses Maximum 
erreicht, dann aber wieder absinkt. Die gleichzeitig beobachtete Oxy- 
dationshemmung ist wieder reversibel, da in der Nachperiode sehr bald 
wieder normale Werte erreicht werden, es tritt sogar nach Absetzen der 
Injektionen eine Steigerung ein, die sich auch in der gleichmaBbig er- 
héhten C- und N-Ausscheidung zu erkennen gibt. In dieser Zeit kénnte 
also eine Grundumsatzsteigerung eintreten. 


Behandlung mit steigenden Dosen Haimatoporphyrin fiihrt prinzi- 
piell zu dem gleichen Ergebnis (Kaninchen Nr. 33 und 34), es sind 
nur starkere Schwankungen zu beobachten (Tabelle IV a und b). Samt- 
liche Tiere zeigten wahrend der Hauptperiode keine Anderung im 
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Tabelle Il. Kontrollversuch: Kaninchen Nr. 30. 





Harn- a ‘ , . Harn- Amino- Harn- Ge- 
menge esamt-C Gesamt-N uN stoff-N siiure-N séure-N wicht 


ecm g g mg mg mg g 


Vorperiode. 
XI. || 260 (1,47 153 1,16 1210 | 32,5 7,6 | 3075 
99 


XI. || 285 : 1,13 1445 34 10.0 
XI. 235 1,41/1,51 1,351,836 1,04/1,11 1305 21,5 7,5 3260 
XL 245 1.6 117] 1320 29 115 
XI. | 210 28 oF 1,02 1140 25 9,6 3430 


Hauptperiode. 

Ly; kc ees 0,96 1,12 820 26,5 5,0 | 3285 
-23. XI. || 1,70 9: 1,08 0,85 830 28 4,5 | 3300 
23.—26. XI. | 216 1,44 1,01 1280 =53 11,2 3400 
XI. | 360 / 1,28 1,16 1,06 1090 §648 9,4 3330 

99. Xi. 
2. XII. |; 400 7 1,69 1,03 1480 = 63 10,6 3420 
2.— 6. XII. || 380°/1,5 50 1,43 5 1,05 1380. 643 9,0 3490 
5.— 8. XII. | 330 76 Lit 0,99 1605 58 11,6 3460 
8. . XII. || 380 2,03 1,07 1750 | 72 10,0 , 3460 
11.—14. XII. || 345 5 1,52 1,01 1480 78 7,6 | 3470 
14. - ALI. || 300 |1,36 1,30 1,03 1150 70 4,8 3485 
17.—20. XII. || 320 , 1,27 eS 1250 49 4,8 3530 
20.—23. XII. | 360 '1,! 1,82 1,07 1770.—s 65 8.4 3600 











Allgemeinbefinden, es war lediglich eine gesteigerte FreBlust zu_be- 
obachten. Die Gewichte lassen gegeniiber dem Kontrolltier vielleicht 
eine starkere Zunahme verzeichnen. 

Samtliche Tiere wurden nach AbschluB des Versuchs seziert, es zeigte 
sich, da8 Kaninchen Nr. 33 und 34 nicht die gesamten injizierten Porphyrin- 
mengen resorbiert hatten, sondern daB ein Teil im Muskel eingelagert 
war. Die Tiere wiesen keine histologischen Organveranderungen auf. 

Die mit Protoporphyrin behandelten Tiere Nr. 35 und 40 unter- 
scheiden sich von den mit Hamatoporphyrin behandelten wesentlich 
in ihrem Kohlenstoffquotienten, der wahrend des ganzen Versuchs 
innerhalb normaler physiologischer Schwankungsgrenzen bleibt und 
nur zeitweise eine Tendenz zur Senkung aufweist, so daB wir annehmen, 
daB das physiologischere Protoporphyrin eher eine Steigerung, sicher 
aber keine Hemmung der Oxydation hervorruft. Die C- und N-Aus- 
scheidung ist auch hier vermehrt; der ausgeschiedene N geht wieder 
fast ausschlieBlich auf Kosten des Harnstoff-N, wahrend der Amino- 
siuren-N nur gering beteiligt ist und der Harnsdure-N iiberhaupt keine 
Veranderungen zeigt (Tabelle V und VI). Es hat also auch hier eine 
Steigerung des Stoffwechselumsatzes stattgefunden. Auf eine Nach- 
periode muBten wir verzichten, da diese Tiere nach der Behandlung 
sofort seziert wurden. 

Aus welchen Fraktionen sich der vermehrt ausgeschiedene dysoxy- 
dable Kohlenstoff zusammensetzt, haben wir bisher nicht untersuchen 
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Tabelle III. Kaninchen Nr. 31 und 32. 
Verhalten wahrend taglicher Injekticnen von Hdmatoporphyrin. 
36 Tage 1 mg/kg Kérpergewicht, insgesamt 123 mg. 





Harn- Harn- Amino- Harn-  Gewichte 
Zeit menge Gesamt-C Gesamt-N CN stoff-N siure-N | siure-N 
1938 39 ecm g g mg mg mg Nr. 31 Nr. 32 
Vorperiode. 


8.—11. XI. 480 1,860 1855 1,0 1700 8623 14.9 2900 3050 
11.—14. XI. 488 1,970 1,945 1,01 1910 31 13,6 
14.—17. XI. 530, 2,170 1.985 1,06 1855 39 17,3 | 3035 | 3155 


Hauptperiode. 


17.—20.. XI. 460 2,440 1.380 | 1,77 990 ay) 23,6 | 3230 | 3395 
90.—28. XL. 520 =. 2,830 1840 1,54 1535 62 22,6 3200 3330 


23.—26. XI. 530 = 4,020 2,460 1,64 2250 127 55.8 

26.—29. XI. 660 3,930 2,790 1,41 2510 | 102 11,2 3410 3660 

29. XI. 
— 2.XII. 1100 3,64 2,730 | 1,33} 2440 | 167 16,0 3350 3615 
- §. XII. 1325 4,540 3,600 1,26 3570 179 19,3. 3350 3660 
— §. XE. 1225 ~=6, 350 6,150 103 6070 185 54,8 3520 3885 


2 

6. 

8.—11. XII. 880 3,590 2,460 146 2320 117 15,6 3270 3585 
11.—14. XII. 900 3,220 1,830 1,76 1770 81 20,2 3470 3750 
14.—17. XII. 1100 7,400 3,18 2,33 2970 93 16,6 3640 3880 
17.— 20. XII. 640 2,810 1,580 1,77.: 1500 45 8.3 3630 3885 
20.— 23. XII. 460 = 2,260 0,920 2,45 920 31 See 


Nachperiode. 


Ss ee 
! ! 
} 
~1 


13. 
13.—16. 


829. XT | 950 5450-2520 2,07 2450) 2195 
29. XII. 1938 

-1. 1. 1939 | 2070 7,95 4,40 1,82 4020 93,2 27,6 
4 Lil 

| 2010 3.17 4,30 0,74 4270! 52 | 27.6 


1100 2,59 3,00 0,86 2890 27 21,9 


kénnen, er laBt sich nicht allein durch die Steigerung im EiweiBumsatz 
t =) i 

erklaren, da er in einem gegeniiber dem ausgeschiedenen Stickstoff 

prozentual héheren Anteil ausgeschieden wird. 


Diskussion. 

Zwischen der Wirkung des Himato- und Protoporphyrins laBt sich 
ein prinzipieller Unterschied feststellen, der darin besteht, daf bei 
Steigerung des Stoffwechsels beim Hamatoporphyrin eine Stérung 
der Oxydationen auftritt, kenntlich am Anstieg des Kohlenstoff- 
quotienten CN, wahrend beim Protoporphyrin das Verhaltnis von 
ausgeschiedenem C:N fast unverandert bleibt, eher eine Senkung 
zeigt. In friiheren Versuchen haben Hinsherg und Rodewald (2) be- 
wiesen, daB ein Zusammenhang zwischen Hypophyse und Porphyrin 
besteht. Denn es konnte gezeigt werden, daB mit Hamatoporphyrin 
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Tabelle [Va. 
Verhalten wahrend taglicher Injektionen steigender Hamatoporphyrinmenge. 
| bis 10 mg/kg Korpergewicht, 36 Tage, insgesamt 700 mg. 


Kaninchen Nr. 33 
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Ausschiittung von Melanophorenhormon aus der Hypophyse 
hervorgerufen wird und anschlieBend die Neubildung dieses Hormons 
gehemmt ist. Dagegen bewirkt Protoporphyrin lediglich eine Aus- 
schiittung von Melanophorenhormon, ohne die Neubildung von Hormon 
DaB es sich bei der 
Porphyrinwirkung wahrscheinlich nicht um eine direkte Wirkung auf 
die Hypophyse handelt, sondern daB das Zwischenhirn eine ausschlag- 
gebende Rolle spielt, zeigen Versuche an Fréschen, bei denen die Wirkung 
des Porphyrins auf die Hypophyse unterblieb, wenn die Verbindung 
zwischen Hypophyse und Zwischenhirn unterbrochen war (3). Besteht 
eine Wirkung des Porphyrins auf die Hypophyse, so handelt es sich hier 
sicher nicht um eine 


zu hemmen, wie am Frosch nachgewiesen wurde. 


isolierte Wirkung auf ein Hormon, in diesem 


Falle also um das Melanophorenhormon, sondern wir miissen an- 
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Tabelle IVb. 


Kaninchen Nr. 34 


Log 


Verhalten wihrend taglicher Injektionen von Hdmatoporphyrin. 


1 bis 10 mg kg Koérpergewicht, 


insgesamt 665 mg in 


36 Tagen. 











Zeit mae Gesamt-C Gesamt-N CN anh — —, Gewicht 
1938 g g g mg mg mg Z 
Vorperiode. 
3.— 6. XI. 186 1,68 6,3 2275 
5 § Xf. 98 1,06 1,0 1,06 820 77 6,5 
8.—11. XI. 202 2,15 2,14 1,0 1970 76 21,3 2475 
11.—14. XI. 182 0,93 1,05 0,89 975 48 5,8 
14-—17. XI. 275 1,955 2,24 0,87 2230 76 17,8 2460 
Hauptperiode. 
17.-20. XI. | 380 | 2,20 1,96 1,120 1750 «53 24,3 2565 
90.—23. XI. | 245 | 2,51 164 1,53 1590 50 81 2710 
23.—26. XI. | 640 4,23 1,72 2,47 1640 70 8,9 2760 
96.29. XI. 560 3,41 183 187 1690 96 11,2 2770 
9. XI. 
2. XII. 665 3,39 1,77 1,93 1650 133 12: 3040 
o.— 6. 311. 720 i 2,47 1,26 2380 98 12,5 3015 
5.— 8. XII. 710 5,1 3,24 1,58 3010 192 12,2 3040 
8.—11. XII. 325 2,45 1,68 1,46 1465 54 6,0 2815 
11.—14. XII. 490 2,38 1,96 1,23 1875 133 7,6 2750 
14.—17. XII. 390 3,64 2,98 1,23 2980 144 72 3030 
17.— 20. XII. 120 2,96 1,76 168 1640 30 1,3 3240 
20.— 23. XIT. 310 1,64 0,87 1,89 794 70 6,6 3180 
Tabelle V. Kaninchen Nr. 35. 
Verhalten wahrend tiglicher Injektionen von Protoporphyrin. 
0,25 mg/kg Korpergewicht, insgesamt 27,85 mg. 
Zeit hat Gesamt-C — Gesamt-N CN stottN coma Pn wien 
1938 ecm g g mg mg mg g 
Vorperiode. 
3.— 5. XI. || 126 1,34 1,39/ (0,96 (1260 (24 3,7 2310 
5. 8 XE 120) [02 [o.9s fois | 780 [34 50 
8.—11. XI. 152 2,23) 1,04 2,27) 1,12/1,0/ 0,94 2,0) 1080 56 7,0 2610 
11.—14. XI. 128 [0.93 | 0.80 1,21 | 7117 «+125 53 
14.—17. XI. || 224 Ad 1,29 0,93 1200 32 10,6 2890 
Hauptperiode. 
17.—20. XI. { , 1,335) 5 pp 1,42 1.19 1:94 9 yg, 1365.9, 68 14,5 2795 
90.23. XI. 440)) 288 y'544 256 yy 1612 735 245 10g6 105 37 °3'7 | 2890 
28.—26. XI. |i conf 245 ang 1,88 1 991,30 9 a9 1635 ,-. 69 11,3 | 2990 
26.29. XI. 590) 4,81 535 3:72 y’gq 1,29 15g 3,38 1695158 gy j0'9 3075 
29. XI. X11. |1986// 6.73238 | 5.93 1585/1 1382715 gg 1685497 119 8,7 | 3220 
9 2 XTT. 1285) 6,734°37 5,98 yg 16131197 5.66 3989 197 79 1356 3135 
5.— 8. XII ef a eee 9 O91! » 44 4480) 6 _ 23,6 | 3250 
8.—11. XII 905) 6,07 1,92 6,0 1,95 0,92 99g 6,41 1930 215 10,9 3160 
11.—14. XII. rl ogee BO | aan 2600 \|n an Orel 2520! 5, 1 31 9,3 3230 
14.-17.X11._ 815) 286 q'9g 3,76) 13 0,76 6797 3, 164 F350 216 8 6,3 3260 
17.— 20. XII eas Oy ene Pe _ 20 1680... 75 5,3 | 3440 
20.23. X1T. 900) 3,75 5'95 3:72 o'g9 140 4’ 3:50 e59 163 9g 5"8 3410 
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Tabelle VI. Kaninchen Nr. 40. 
Verhalten wahrend taglicher Injektionen steigender Protoporphyrinmenge, 
0,250 bis 2,500 mg/kg Kérpergewicht, insgesamt 136,5 mg. 





— Harn- |. 7 : Harn- Amino- | Harn- = Ge 
Zeit menge Gesamt-C Gesamt-N CN stoff-N siiure-N | siure-N wicht 
1938 ecm g g mg mg mg g 


Vorperiode. 





2.— 6. XL|| 414 2,75 1,62 1,68 1420 35 12,0 219 
5.— 8. XI.|! 280 [252 , [1:36 1,85 1330 | 25 10,6 
8.—11. XI. 492 5,22) 2,56 3,1) 1,48 1,69, 1,73 2,95) 1430,101) 46) 17,3 2270 
11.14. XI.) 304 )280 1,96 1,48 [i830 86 9,0 
14.—17. XI.| 462 2,50 1,43 1,74 1360 60 5,0 2375 
Hauptperiode. 
17.20. Ballo satle «a 4:00 2,86], on 1,59 2620.9, 88 18,6 | 2415 
| 90),--23. Xq, 1840) 5.78 yon 4, "184 1,23 0,67 4,43 Tgi9 1381 3 4'g 9363 
| 23.—26. XI- 3,77 1,2 2,96 loa, 1230 117) 11,6 | 2330 
26.29. XI, 1340) 4,93 7714 2,82 og 2,13 7'97 271 “989 153 36 513 2305 
ie 1355! 4,99 255 | 4.9 220104 114 34 202099, 180 10,6 2450 
2.— 6.XIL| | aay | 4 coal 1,35 %° 1580°°9 100 9:3 2465 
SC 22 mq 0578 x ag 3200 555 157 8,6 | 2490 
8.11, XIT, 1085) 4.16 7°56 5,28} 1196 079 g'ag 5:08 gg 222 “G4 6,0 2450 
11.—14. XII. | 2,88 | o a9 1,52), ag 1,861.5 1480|,-. 99] 6,6 | 2480 
14.—17. XT. 930) 5.48 9’66 | 3:93 574) 1,39 108 3,7 9999179 gg 5'5 OB 40 
17.—20. XII. : ¢ 4200) « ne eels ne 3580'4,. 95 7,0 | 2580 
2. 2B, XEL_ 1100] 6.85 9°59 | 5,04 F'49 1,36 "24 4.94 135 193 98 1010 deen 
nehmen, da® gleichzeitig auch andere Hormone in ihrer Bildung und 
Ausschiittung beeinfluBt werden, wodurch wieder Stoffwechselverin- 








derungen hervorgerufen werden kénnen. Vielleicht wird Hamato- 





porphyrin nicht nur die Neubildung von Melanophorenhormon hemmen. 
sondern auch die anderer Hormone, waihrend Protoporphyrin lediglich 
eine staindige Ausschiittung bewirken kann. Damit ware eine Er- 
klarung gefunden dafiir, da Protoporphyrin eine Steigerung der Oxy- 
dationen, Hamatoporphyrin eine Hemmung bewirkt. Diese Steigerung 
des Gesamtstoffwechsels sowie der Oxydationen miiBte also durch 
Hypophysenhormone hervorzurufen sein. Dies kann auch nachgewiesen 
werden, wie gleichzeitig vorgenommene Untersuchungen mit Hypo- 
physenvorderlappenextrakten (Ultrafiltraten) zeigen (4). Gleichzeitig 
erfahren wir, daB Collip und Mitarbeiter eine Steigerung des Stoffwechsels 
(Vermehrung des Sauerstoffverbrauchs, Erhéhung der CQOs,-Aus- 
scheidung, Senkung des respiratorischen Quotienten) durch Hypo- 
physenextrakte erzielen kénnen, deren Eigenschaften beziiglich der 
fehlenden geringen Empfindlichkeit gegen Erwarmung, Alkali, Fermente 
sowie der Ultrafiltrierbarkeit und Dialysierbarkeit denen des Melano- 
phorenhormons ahneln (5) (6) (7). 

Ferner handelt es sich beim Hamatoporphyrin nur um eine voriiber- 














gehende Wirkung bzw. eine reversible Hemmung, da in der Nachperiode 
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nach Absetzen der Injektionen eine weitere Zunahme der C- und N-Aus- 
scheidung, sowie eine gleichzeitige Erhéhung der Oxydation auftritt ; 
es muB also die Hemmung wieder aufgehoben sein und eine verstarkte 
Sekretion von Hypophysenhormonen auftreten. Uber diese Vermutungen 
werden uns weitere Versuche, u.a. tiber den Grundumsatz, AufschluB 
geben. 

Was die Dosierung anbetrifft, so sind wir uns klar, daB die Porphyrin- 
mengen, die wir den Tieren injiziert haben, nicht physiologisch sind. Es kam 
uns jedoch vorerst darauf an, prinzipiell zu sehen, ob ein Effekt zu erzielen 
ist. Wir wissen, daB bereits sehr kleine Dosen von Porphyrin eine Wirkung 
auf die Hypophyse aufweisen, denn man erzielt beim Frosch schon durch 
0,1 y eine deutliche Verdunkelung, d.h. Ausschiittung von Melanophoren- 
hormon. Bezogen auf den Warmbliiter bedeutet das, da sich diese Injek- 
tionsmengen bereits in einer GréBenordnung bewegen, die mit den im Blute 
vorkommenden (9 bis 19 7°.) vergleichbar sind. Daher ist auch zu erwarten, 
daB man beim Kaninchen mit noch kleineren Dosen einen deutlichen Effekt 
erzielen kann. Derartige Versuche sind in Angriff genommen. 


Zusammenfassung. 


Hamatoporphyrin und Protoporphyrin bewirken nach fortlaufen- 
der intramuskulaérer Injektion beim Kaninchen eine  Steigerung 
des Stoffwechsels, der sich in einer Erhéhung des_ Kohlenstoff- 
und Stickstoffgehalts im Harn zeigt. Das Maximum liegt in der 
3. Woche der Versuchsperiode. Von den verschiedenen Eiweibfraktionen 
im Harn zeigt der Harnstoff-N die gréBten Veranderungen, der iiber- 
wiegende Teil des ausgeschiedenen Stickstoffs entfallt auf diese Fraktion, 
der Aminosiure-N zeigt nur eine geringe, der Gesamtausscheidung 
proportionale Steigerung, der Harnsiure-N keine Veradnderungen. 
Wahrend Protoporphyrin den Kohlenstoffquotienten, das Verhaltnis 
von C: N, kaum verandert, steigt dieser bei den mit Hiamatoporphyrin 
behandelten Tieren, was als Oxydationshemmung gedeutet werden 
muB. Die Blutuntersuchungen zeigen auBer einer Zunahme des Gesamt- 
eiweiBes und des Hamoglobins, sowie des gebundenen Zuckers keine 
Veranderungen der NichteiweiB-N-Fraktionen bzw. des Blutmilchsaure- 
und Gesamtacetonspiegels. 

Es wird ein Zusammenhang zwischen Porphyrin und Hypophyse 
angenommen und diskutiert. 


Literatur. 
1) Hinsberg u. Merten, diese Zeitschr. 299, 137, 1938. 2) Hinsherg 
u. Rodewald, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 191, 1, 1939. 3) Dieselben, 
Klin. Wochenschr.: Vortrag Physiol. Ges. Berlin 1939. 4) Merten, Zeit - 
schrift f. d. ges. exper. Med. 105, 298, 1939. — 5) Neufeld u. Collip, Endo- 
crinology 23, 735, 1938. — 6) O’ Donavan u. Collip, ebenda 23, 718, 1938. 


7) Billingsley u. Collip, ebenda 23, 63, 19388. 





Zur Kenntnis der pflanzlichen Phosphatide 
und Lecithine. 
V. Mitteilung: 
Das Phosphatid der Lupine. 
Von 
W. Diemair und K. Weiss. 
(Aus dem Universitats-Institut fiir Nahrungsmittelchemie, Frankfurt a. M 


und dem Universitats-Institut fiir Pharmazie und Lebensmittelchemi 


Miinchen. ) 


(Eingegangen am 22. Juni 1939.) 


Nachdem bereits die Phosphatide der Mohrriibe!, der Milch?, 
des Weizenkeimlings®, des Weizens, des Hafers und der Gerste? be- 
arbeitet worden waren, sollten in Anlehnung an diese Untersuchungen 


die Phosphatide des Lupinensamens genauer hinsichtlich ihres chemischen 


Aufbaues studiert werden. 

Im wesentlichen hielten wir uns bei der experimentellen Bearbeitung 
an die in den genannten Arbeiten niedergelegten und mit Erfolg an- 
gewandten Arbeitsgange. 

Kaltauszug. Je 100g der durch Aceton entfetteten Lupinensamen 
werden in einer Glasstopfenflasche mit 250 cem des Lésungsmittels tiber- 
gossen und etwa 8 Stunden auf der Schiittelmaschine geschiittelt. Dann 
wird abfiltriert, mit dem Lésungsmittel zweimal nachgewaschen und das 
Mehl wiederum in der gleichen Weise ausgezogen. Die vereinigten Ausziige 
werden eingeengt, der Rest des Lésungsmittels verdampft und der Riick- 
stand mit Ather in einen 500 ccm fassenden Kjeldahl-Kolben iibergespiilt. 
Der Ather wird abgedunstet und der Riickstand so lange mit Selen-Schwefel- 
saure behandelt, bis die Lésung farblos ist; hierauf wird mit Wasser ver- 
diinnt, auf 100 cem aufgefiillt und in je 25 cem der Lésung der Phosphor 
nach Lorenz® bestimmt. 

Heifauszug. 20 g entfettete Lupinensamen werden im Sowxhlet-Apparat 
12 Stunden lang behandelt und hierauf wie oben aufgearbeitet ®. Die 
Ergebnisse sind in Tabelle I zusammengefaBbt. 

Da das Gemisch Alkohol-Benzol (4:1) bei der Kaltextraktion 
sehr giinstige Ausbeuten liefert und dieselben nicht viel unter dem 
Héchstwert (HeiBauszug) liegen, wurde ein Alkohol-Benzol-Gemisch 
(4: 1) als Lésungsmittel angewandt; der Kaltauszug wurde bevorzugt, 


' B. Bleyer u. W. Diemair, diese Zeitschr. 235, 243, 1931; 238, 197, 
1931. — * B. Bleyer, W. Diemair u. M. Ott, ebenda 272, 119, 1934. 
3B. Bleyeru. W. Diemair, ebenda 275, 242, 1935. ' B. Bleyer, W. Diemarn 
u. W. Schmidt, ebenda 294, 353, 1937. — ° W. Pliicker, Zeitschr. f. Nahrungs- 
u. GenuBmittel 17, 446, 1909. — ® A. Juckenack, ebenda 3, 13, 1900. 
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Tabelle I. 





Phosphorsdure- Phosphatid in 
ammonium- P lufttrockenen 
molybdat in mg i Lupinensamen 


Extraktionsmittel in g in 0/4 


a 


Kaltauszug 
Alkohol, 95 % 2,634 37,92 0,0353 
Benzol 0,510 7,34 0,0065 
Benzol-Alkohol, 4:1 .... 1,799 25,90 0,0241 
Alkohol-Benzol, 4:1 .... 3,097 44,59 0,0414 


HeiBauszug 
Alkohol abs. (Juckenack) 3,328 47,91 0,0447 
Benzol 1,214 17,48 0,0162 
Alkohol-Benzol, 4:1 .... 3,222 46,39 0,0431 


Kaltauszug ohne dauerndes Schiitteln 
Alkohol-Benzol, 4:1 .... 3,112 44,80 0,0417 


Einmaliger Kaltauszug 
Benzol-Alkohol, 4:1 .... 1,358 19,55 0,0182 0,47 
Alkohol-Benzol, 4:1 .... 2,896 41,69 0,0387 1,00 


Dritter Auszug nach vorangegangenem zweimaligen Ausziehen 
Benzol-Alkohol, 4:1 .... 0,075 1,08 0,0010 0,03 
Alkohol—Benzol, 4:1 .... 0,102 1,47 0,0013 0,03 


a = Mittelwert aus je zwei Bestimmungen, 
b = aus 100g entfettetem Ausgangsmaterial lassen sich bei zweimaliger Behandlung obige 
Mengen an Phosphor ausziehen, 
= berechnet auf lufttrockene Lupinensamen, 


c 
d = bei Zugrundelegung von Stearyloleyllecithin mit 3,84 °% P. 


weil beim HeiBauszug eine Zersetzung der Phosphatidsubstanzen zu 
befiirchten ist. 

Zur Darstellung des Phosphatids und Lecithins aus Lupinensamen 
wurde im wesentlichen nach dem in dieser Zeitschrift bereits be- 
schriebenen Arbeitsgang verfahren. 

Zur Entfettung wurde Aceton, das 3°, Ather enthielt, verwendet. 
Aus 13 kg Lupinensamen wurden 777 g = etwa 6% Rohdol (mit 0,127 °, 
Phosphor) und 12,2 kg fettfreies hellgelblich-weiBes Lupinenmehl er- 
halten. Das Lupinenmehl wurde zweimal mit 18 Liter Alkohol-Benzol 
(4: 1) ausgezogen und ergab nach der Behandlung mit warmem Wasser 
81,0 = etwa 0,62°% kohlenhydratfreies Phosphatid (lufttrockene Sub- 
stanz). 

Bei Zugrundelegung eines Phosphorgehalts von 3,68°%, (siehe 
nachfolgende Untersuchungen) ergibt sich, daB in dem Lupinendl 
noch 3,45°, Phosphatid des Gesamtphosphatids enthalten sind, was 
einer Menge von (),20 °% Phosphatid, berechnet auf lufttrockene Lupinen- 
samen, entspricht. 

Insgesamt sind also 0,82 °% Phosphatid in lufttrockenen Lupinen- 
samen enthalten. 
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W. Diemair u. K. Weiss: 


Nach den orientierenden Vorversuchen (siehe Tabelle 1) wurde be; 
der im spaiteren GroBversuch angewendeten Extraktion mit Alkoho| 
Benzol (4:1) an Phosphatid gefunden: 

1,15 - 0,953 * 1,09°6 in wasserfreien Lupinensamen bzw. 
1,08 - 0,953 1,03 °5 in lufttrockenen Lupinensamen. 

Es war also durch die Entfettung etwa !/, an Phosphatid verlorey 
gegangen. 

Die gefundenen Werte liegen um etwa !/3 héher als die durch dey 
Gang der Darstellung erhaltenen Phosphatidwerte (0,62 bzw. 0,72 °, 
Die aus den Phosphorwerten der Tabelle I berechneten Phosphatid 
mengen sind also — wie bereits erortert — zu hoch, da bei der Extraktion 
mit organischen Lésungsmitteln auBer Phosphatiden auch noch geringere 
oder gréBere Mengen (je nach der Art des Lésungsmittels) von anderen 
phosphorhaltigen Stoffen (Inositphosphorséure u. a.) in Lésung gehen. 
Daher rithren auch die viel zu hohen, im Schrifttum gefundenen Phos. 
phatidwerte!. Fr. Czapek? gibt an: 

Lupinus angustifolius 2,20° (in ungekeimten Samen) 
114° (l5tagige Keimlinge) 
Lupine blau (geschalt) 2,19 % 
2,20 % 

E. Schulze® tiihrt bei entschalten Samen der blauen Lupine (Lupinus 
angustifolius L.) 7,83°, Rohfett (Atherextrakt) und 2,16, Lecithin (ber. 
in der iiblichen Weise aus dem Phosphorgehalt des atherisch-alkoholischen 
Auszuges) an. Da bei der Darstellung des Phosphatids die Samenschak 
mitbenutzt wurde und dieselbe bekanntlich nur sehr wenig Lecithin gegen 
iiber dem Sameninnern enthalt, erfahrt der Phosphatidwert in unserem 
Falle keine nennenswerte Erniedrigung. 


Untersuchung und Analyse des Lupinenphosphatids . 


Aminostickstoffbestimmung nach van Slyke*. Einwaage: 2,9010¢. 
734mm; ¢ = 21°. 
N, in ecem beim Blindversuch ........ . = 0,20 
N, in cem beim Hydrolysat = 4,92 
N, in cem beim Hydrolysat = 4,71 
Mittelwert = 4,80 
(—)0,20 
4,60 ccm 
4,6 -0,56-5 = 12,9 mg in 2,9010g entsprechend 0,445°% Aminostickstoft 
(leem N, = 1,12 mg N,; 2cem N, = 1,12 mg Aminostickstoff). 
3,68 % P (in dargestelltem Lupinenphosphatid) 
3,84°% P (in Stearyloleyllecithin (s. Tabelle 1) 

1 W. Schmidt, Inaug.-Dissert. Miinchen, 8S. 101/102, 1937. — ? Bio- 
chemie der Pflanzen, 3. Aufl., 1922, 8S. 774. — * Zeitschr. f. physiol. Chem. 
55, 345, 1908. — 4 Hydrolysat auf 50 ccm aufgefiillt und je 10cem zur 
Bestimmung verwendet. 


* 0,953 - 
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Vergleicht man damit den Gesamtstickstoffwert 1,73 %, so 


Or O 


ersieht man, daB das gewonnene Phosphatid etwa 25,7°, Kephalin 


und etwa 74,3°, Lecithin enthalt, wenn fiir Lecithin und Kephalin 
das gleiche Molekulargewicht eingesetzt wird. 


P:N-Verhaltnis des Phosphatidgemisches. 





Phosphorsiure- ” . il aa 
ammoniummolybdat SS I — 
in mg 
460,1 5,740 1,8008 3,678 1,786 
394,8 4,880 1,5542 3,682 Peg 3 
Mittelwert: 3,680 1,778 
Abgerundet: 3,68 1,78 1: 1,07 


Bestimmung des P: N-Verhaltnisses von Phosphatiden. 

Etwa 1,5 bis 2 g Phosphatid werden in einem 500cem fassenden A jeldahl- 
Kolben mit wenig Selenpulver und 25 ecm konz. Schwefelséiure aufge- 
schlossen; zur Vermeidung des Schaumens wird festes Paraffin hinzugetfiigt. 
Zur schnelleren Zerstérung empfiehlt es sich, einige Tropfen konz. Perhydrol 
hinzuzugeben; hierauf wird so lange erhitzt, bis der Kolbeninhalt farblos 
geworden ist. Die Fliissigkeit wird vorsichtig mit Wasser verdiinnt, aut 
100 cem aufgefiillt und in je 10 ccm der Phosphorgehalt und in je 25 cem 
der Stickstoffgehalt bestimmt. 


destimmung der Glycerinphosphorsdure und Trennung der a- von der 
B-Glycerinphos phorsdure. 

Aus 5,23 g Phosphatidgemisch wurden 1,11 g bzw. 21,3 °, Barium- 
glycerinphosphat erhalten, entsprechend 11,9°, Glycerinphosphorsiure 
(Theorie — 21,36°,). 

Einwaage in g (Bariumglycerinophosphat ) 
Doppelsalz in g 0.2735 0,2475 


p-Bariumglycerinophosphat in g 0.1926  0,1743 
9 37,780 


0.4612 


p-Glycerinphosphorsaéure in 
Mittelwert: PY iy A 





Phosphatid- ore 
gemisch Lecithin 


37,7 39,4 


3-Glycerinphosphorsaure 
60,6 


x-Glycerinphosphorsaéure (berechnet) 62,3 


Da die fiir das Phosphatidgemisch bestimmten Werte der 8-Glycerin- 


phosphorséure nur wenig von denjenigen des Reinlecithins abweichen, 

liegt der SchluB nahe, daB das Verhaltnis von «-Glycerinphosphorsaure 

zu B-Glycerinphosphorsaéure im Lupinenlecithin und Lupinenkephalin 

das gleiche ist. In beiden Phosphatiden tiberwiegt die 4-Form gegeniiber 
Q* 


O 
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der §-Form, und zwar im Verhaltnis 61:38 oder etwa 3:2. Dieses 
Verhaltnis steht in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen andere 
Autoren, die bei pflanzlichen Phosphatiden im Gegensatz zu dep 
tierischen ein Uberwiegen der «-Form festgestellt haben. 


Darstellung und Untersuchung des Lupinen-Lecithins. Zur Trennuny 
des Lecithins vom Kephalin wurden 66g Phosphatid mit gréBeren 
Mengen absoluten Alkohols bei 25° behandelt und dabei 30g eines 
kephalinfreien Lecithins (van Slyke-Bestimmung negativ) erhalten. 


Der alkoholunlésliche Anteil bestand zu etwa gleichen Teilen aus 
Kephalin und nicht in Lésung gegangenem Lecithin. Auf die Schwierigkeit 
der Darstellung von reinem Kephalin haben auch andere Autoren! hin. 
gewlesen. 

Eigenschafien und P: N-Verhaltnis. Das Lupinenlecithin wurde 
nochmals aus Ather mit Aceton in bekannter Weise umgefallt; nach 
dem Umfillen war das Reinlecithin gelb gefarbt, was wohl auf 
geringe unvermeidbare Oxydationserscheinungen zurtickgefiihrt werden 
muB. In diesem Reinlecithin wurde ein 
ermittelt. 





Phosphorséure- . sili a 
; ecm n/10 HCl Einwaage P 
aa | ae in g in Jo 


452,3 5,309 1,7832 3,652 
411,1 4,905 1,6220 3,649 


, Mittelwert: 3,650 
Abgerundet: 8,65 


P:N = 1: 1,02. 
Saure Aufspaltung des Lupinen-Lecithins. 


Untersuchung der Fettsauren. 





Einwaage Fettsiuren Fettsiuren 
(Lecithin) in g ing in 9/p 


4,0155 2,6450 65,87 
4,6211 3,0512 66,03 


Mittelwert: 65,95 
Das Lecithin enthielt also 65,95°, Fettsauren. 


Das aus dem Lupinenlecithin erhaltene Fettsiuregemisch wurde 
in fliissige und feste Fettsauren durch die Bleisalz-Alkohol-Methode 
getrennt. Zum Vergleich der mengenmaBbigen Verteilung der fliissigen 


1 H. Rudy u. I. H. Page, Zeitschr. f. physiol. Chem. 193, 251, 1930 
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Dieses und festen Fettséuren wurde auch noch die Bestimmung der festen 

nderer Fettsauren nach S. H. Bertram! durchgefiihrt. 

u den Nach Bertram wurden 16,45 °% feste Fettsiuren gefunden, bezogen 
auf die gesamten Fettsduren des Lecithins. 





nnuny Einwaage : 5,6834 g, daraus wurden durch zweimaliges Umkristalli- 
OBeren sieren der Magnesiumsalze 0.9335 g feste Fettsdiuren erhalten. 
ties 2 ; . , naa 
4 Nach dem Twitchell-Verfahren wurden im Mittel 15,32°, feste 
en. Fettsauren gefunden. 
on alls 
rigkeit Ss Sie TEN 
1 } Einwaage Fettsiuren Fettsdéuren 
l 1n- in g ing in %/y 


7,6511 1,185 15,49 
wurde 8,2195 1,242 

nach 
il auf Die Mittelwerte aus der Bertram- und der Twitchell-Bestimmung 


verden ergeben rund 15,9°% feste Fettsaéuren, daraus berechnen sich 84,1 °%, 


54 15,15 


: 1,02 fliissige Fettsauren. 

Die Fettsiuren des Lupinenlecithins bestehen also vorwiegend 
aus fliissigen Fettsauren. Das Verhaltnis zwischen festen und fliissigen 
Fettséiuren ist etwa 1:5. Ahnliche Verhaltniszahlen wurden auch bei 
anderen pflanzlichen Phosphatiden festgestellt. Dieses Verhaltnis 
(1: 5,30) ist dem des Lupinendls (1 : 4,56) sehr ahnlich. 

Das Lecithin enthalt an: 

festen Fettséuren 0,659 - 15,9 = 10,49 % 
fliissigen Fettsaéuren 0,659 » 84,1 55,46 % 


Die nach der Twitchell-Methode gewonnenen festen Fettsauren 
ergaben eine Jodzahl von 0,88, die nach dem Bertram-Verfahren er- 
haltenen nahmen kein Jod auf; ungesdttigte feste Fettsiuren kommen 
also im Lupinenlecithin ebensowenig vor wie im Lupinendl. 


Untersuchungsergebnisse der fliissigen Fettsdiuren des Lupinen- 
lecithins. 


129,0 
5,231 
4,2344 g 

87,6 mg 

89.5 ,, 


~le 
yurce " a 
Mittelwert: 88,6 ,, 


thode 


Sigel 


1 Zeitschr. f. Unters. d. Lebensm. 55, 180, 1928; s. auch K. Tdufel, 
H. Thaler u. H. Schreyegg, ebenda 72, 398, 1936. — * Von 50 cem wurden 
1930 zweimal je 20 cem zur Bestimmung verwendet. 
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Schmelzpunkt des Hexabromids  (léslich 
heiBem Benzol) 176,5° 
Linolensdure in den fliissigen Fettsiuren 1,29% 
Linolsdure in den fliissigen Fettsiuren 
l. als Tetrabromstearinsaéure bestimmt 34,95 
Einwaage (auf 50 ccm)* 2.1109 g 
Hexabromidzahl 5,231 
0,6323 g 
0,6668 g 
0,6667 g 
Mittelwert : 0,6672 g 
2. aus den Formeln m+ J, + [100 — (m + n)] 
-J, +n-J, = JZ-100 und 
°, Linolsiure = 100 — (m + n) berechnet 39,20°% 
m = 58,88 n = 1,92 
3. Mittelwert zwischen 1 und 2 87,1% 
Olsdure in den fliissigen Fettsdéuren (durch 
Differenzrechnung) 61,0°, 
Die Olsiure wurde qualitativ nach Holde nachgewiesen. Schmelz- 
punkt nach mehrfachem Umkristallisieren aus absolutem Alkoho! 
425° (unkorr.) (Elaidinsaéure korr. 44,49), 





Berechnet auf 
fliissige | Gesamt- 
Fettséuren fettsiuren Lecithin 
des Lecithins | des Lecithins in % > 
in %"l9 


51,3 33,80 
31,2 20,60 
1,6 1,06 


Da feste Fettsiuren aus dem Lupinenlecithin fiir eine Untersuchung in 
zu geringer Menge vorlagen, wurden aus dem Phosphatidgemisch die festey 
Fettsaéuren in bekannter Weise (saure Hydrolyse, T'witchell-Trennung) dai 
gestellt, mit den festen Fettsaéuren des Lecithins vereinigt und mit diesen 
gemeinsam untersucht. Zu diesem Zwecke wurden die erhaltenen Fet? 
sduren mehrmals aus Alkohol umkristallisiert und dann das Molekulai 
gewicht durch Bestimmung der Neutralisationszah] ermittelt. 





- Einwaage Neu- . 
cem n10 KOH in mg PRE Merk Vig toneeg folekulargewicht 


11,98 312,2 215,3 
14,72 384,5 214,8 
Mittelwert: 215,1 261,1 
Das gefundene Molekulargewicht von 261,] ist etwas héher als 
das Molekulargewicht der Palmitinsdure (256.3). Der Schmelzpunkt 
der umkristallisierten Sduren war 59° (unkorr.). 


* Von 50cem wurden zweimal je 20cem zur Bestimmung verwendet 
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Durch das bei A.Griin! angegebene Verfahren gelang die Ab- 
trennung einer geringen Menge von Arachinsaure, die mit reiner Arachin- 
siure keine Depression zeigte (Schmelzpunkt 63°). Nach Abtrennung 
der Arachinséure konnte durch mehrfaches Umkristallisieren reine 
Palmitinsaure isoliert werden. Schmelzpunkt 629 (unkorr.), Misch- 
schmelzpunkt mit reiner Palmitinsiure — 62,5° (unkorr.). 

Neutralisationszahl: 217,0 (Palmitinséiure = 218,9). 
Molekulargewicht: 258,8 (Palmitinséure = 256,3). 





- Einwaage Neu- ee areeer 
ecm n/10 KOH in mg traiieationssatt Molekulargewicht 


371,7 217,3 


227,0 216,7 


Mittelwert : 217,0 258,8 


Die festen Fettsiuren des Phosphatids bestehen also zum gréBten 
Teil aus Palmitinsdure und enthalten nur Spuren von Arachinsaure. 
melz- 
kohol Alkalische Aufspaltung des Lecithins. 
Die bei der alkalischen Aufspaltung erhaltenen Fettsiuren wurden 
mit den bei der sauren Aufspaltung erhaltenen vereinigt und gemein- 
sam mit diesen untersucht. 


Die Bestimmung der «- und §-Glycerinphosphorsaure ergab folgende 
Werte: 


Kinwaage (Ba-Glycerinophosphat ) 0,2524 g 0.2008 g 
0 MNMENIIOEE iP Resi soy 4 os ay ccs oe cine se eee 0,1413g 0,1122¢ 
6 B-Ba-Glycerinophosphat 0.0990 g 0.0790 g 
B-Glycerinphosphorsaure % 39,35 9 
B-Glycerinphosphorsaéure (Mittelwert) 394°, 
a-Glycerinphosphorséure (ber.)............5+5- 60,6 °, 


ng in - 
festen 
) dar : ; j 
econ Verhaltnis: «-Glycerinphosphorsaure : 3-Glycerinphosphorsiure = 60,6 
Fett : 39,4 = 1,54 : 1,0. 

cee. m ss - . i = . ' : 
“aia Um einen Vergleich der Phosphatidfettsiuren mit den Glycerid- 
fettsauren zu erhalten, wurde das bei der Gewinnung des Phosphatids 
anfallende Lupinen6l untersucht. 


“‘ntersuchungsergebnisse : 
Unverseifbares 
Feste Fettsauren 
Fliissige Fettsauren 
Verhaltnis fest : fliissig 
Innere Jodzahl 
Art der festen Fettsauren: 
Arachinsaure, Palmitinséure, Stearinsaure ( 7). 


r als 
unkt 


ndet 1 Analyse der Fette und Wachse, 1925, S. 553. 
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Zusammensetzung der fliissigen Fettsauren: 
Olsaéure 
Linolsaure 
Linolensaure 


Zusammenfassung. 


Aus den vorstehenden Untersuchungsergebnissen geht hervor, 
daB das Lupinen-Phosphatid zu einem Viertel (25,7 °) aus Kephalin 
und zu drei Viertel (74,3°) aus Lecithin besteht und ein P: N-Ver-. 
haltnis 1:1 besitzt. 

Aus dem Lupinen-Phosphatid konnte ein Lecithin mit folgender 
Zusammensetzung erhalten werden: 

Pit 

Phosphor 

Stickstoff 

Gesamtfettsdiuren (ber. auf Lecithin) 

Feste Fettsauren (ber. auf Lecithin) 

Fliissige Fettsaéuren (ber. auf Lecithin) 
Verhaltnis feste Fettsauren : fliissige Fettsauren 
Innere Jodzahl 





mt OO ee 


SS 9 


Art der festen Fettsauren: 
Palmitinséure und Spuren Arachinsaure. 

Zusammensetzung der fliissigen Fettséuren: 
Olsaéure 61,0 % 
Linolsaéure aa %, 
Linolensaéure he % 


Verhaltnis «-Glycerinphosphorséure : 8-Glycerinphosphorséure — 1,54: | 





TVvor, 
hatin 


-Ver-. 


onder 


1,02 


Zur Chemie der Ketonranzigkeit. 
I. Mitteilung: 
Uber den Abbau gesiittigter Fettsiuren durch Penicillium glaucum!. 
Von 


H. Thaler und G. Geist. 


(Universitatsinstitut und Deutsche Forschungsanstalt fiir Lebensmittel- 
chemie in Miinchen.) 


(Eingegangen am 23. Juni 1939.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Die Vielfalt der in den Fetten von Natur aus vorhandenen Bestand- 
teile, die groBen Unterschiede welche diese in ihrem chemischen Aufbau 
zeigen und die auBerordentlich verschiedene Empfindlichkeit gegen 
iuBere Einfliisse bringen es mit sich, daB das ,,Verderben‘‘ der Fette 
nur das auBerlich erkennbar werdende Ergebnis einer groBen Summe 
von Reaktionen darstellt, die im einzelnen sich bis jetzt in der Regel 
unserer Kenntnis entziehen. Je nach den Ursachen des Verderbens 
kann man sowohl auf rein chemischem Wege zustande gekommene, 
wie auch durch die Lebenstatigkeit von Mikroorganismen hervor- 
gerufene biochemische Veranderungen beobachten. 

Wahrend aber einige Arten des chemischen Verderbens, z. B. 
solche, die auf die Spaltung der Glycerinester oder auf die Bildung von 
Oxysauren zuriickzufiihren sind, praktisch bei allen Fetten auftreten 
kénnen, sind andere dieser Erscheinungen auf einzelne Fettarten be- 
schrankt, d.h. sie sind an die Anwesenheit bestimmter Bestandteile, 
vor allem gewisser Fettsaéuren gebunden. So ist es einleuchtend, dai 
die auf der Autoxydation ungesattigter Fettsiuren beruhende Aldehyd- 
ranzigkeit sich bei den Olen rascher und in héherem Mabe einstellt 
als bei den viel gesattigteren Talgarten. 

Auch beim biochemischen Verderben ist eine Abhangigkeit von 
der Gegenwart bestimmter Fettsdiuren festzustellen. So ist seit langem 
bekannt, da Kokos- und Palmkernfett, daneben aber auch Lorbeerfett 
und Butter einer ganz besonderen Art der Ranzigkeit unterliegen, die 
bei den Olen, bei Kakaobutter, Talgarten und Tranen unvergleichlich 
viel seltener auftritt. Infolge des eigenartigen Geruches hat man die 
Erscheinung schon friih als ,,Parfiimranzigkeit*’ bezeichnet. 

Wahrend bei den iibrigen Arten des Fettverderbens freie Sauren, 
Oxysauren oder Aldehyde als Reaktionsprodukte mit unangenehmem 


1 Ausgefiihrt mit Mitteln des Forschungsdienstes, Landwirtschaftliche 
Gewerbeforschung. 
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Geruch oder Geschmack auftreten, hat man als die bezeichnenden 
Stoffe der Parfiimranzigkeit Methylketone feststellen kénnen. Es ware 
A. Haller und A. Lassieur 1, denen es gelang, in stark ranzigem Kokos 
fett neben freien Sauren Methylheptyl-, Methylnonyl- und Methy! 
undecylketon nachzuweisen. 

Bei der weiteren Verfolgung dieser Art des Fettverderbens stie{; 
man aber sehr bald auf die eigenartige Tatsache, daB die so unange 
nehme Parfiim- oder, wie sie nun auch genannt wurde, Ketonranzigkeit 
bei einigen Lebensmitteln nicht nur regelmaBig mit in Kauf genommen 
wird, sondern sogar ein wesentliches, wertbestimmendes Erfordernis 
ist. Einige Kasesorten wie Roquefort und Gorgonzola befinden sich 
nimlich, wenn sie gereift sind, im Zustand einer ziemlich weit fortge- 
schrittenen Ketonranzigkeit und das bezeichnende Aroma riihrt eben 
von den gebildeten Methylketonen her. Zur Erzeugung des Roquefort- 
Aromas werden die halbreifen Kase mit gewissen Schimmelpilzen 
geimpft, vor allem mit bestimmten Rassen von Penicillium glaucum, 
so daB diese die eigentlichen Ketonbildner darstellen. Diese Eigenschaft 
kommt aber einer ganzen Reihe von Schimmelpilzgattungen und Arten 
zu2, so Aspergillus niger, Asp. fumigatus, Penicillium glaucum 
P. camemberti, P. palitans, P. cyclopium, P. biforme, P. brevicaule, 
P. candidum? und Citromyces. 

Die Erscheinung der Ketonranzigkeit ist, wie schon erwahnt, auf 
einige wenige Fettsorten, Kokos-, Palmkern-, Lorbeer-, Butterfett, und 
daraus hergestellte Erzeugnisse (Margarine) beschrankt. Die genannten 
Fette unterscheiden sich von den iibrigen durch ihren mehr oder minder 
hohen Gehalt an gesattigten Fettsiuren geringer und mittlerer Molekiil- 
gréBe: Butter-, Capron-, Capryl-, Caprin-, Laurin- und Myristinsaure. 
Bei seinen Untersuchungen iiber das Ketonranzigwerden der Fette 
stellte M. Stdrkle4 fest, daB Penicillium glaucum auf einem Nahrboden, 
der neben Gelatine und Wasser freie Fettsiuren (Butter-, Capron-, 
Capryl-, Caprin-, Laurin-, Myristin-, Palmitin-, Stearin-, Olsaure) 
enthielt, nur die Caprin-, Laurin- und Myristinséure unter Ketonbildung 
abzubauen vermochte. Zur Erklarung dieses Befundes zog er die 
Arbeiten von A. Spiekermann® heran, nach welchen die gesiattigten 


Fettsaéuren eine von der Propionsaure an bis zur Caprylsaiure regelmabig 
zunehmende, weiterhin aber sich wieder verringernde Giftigkeit fiir 


'C.r. Acad. Sci. 150, 1013, 1910; 151, 697, 1910. — * AK. Richter u. 
v. Lilienfeld-Toal, Interessengem. d. freien Deutsch. Ol- u. Margarine- 
Ind. (Margél), H. 4, Hamburg 1932; vgl. K. Richter u. H. Damm, Milch- 
wirtschaftl. Literaturber. Nr. 76 vom 28. September 1933. — ° K. Tdufel, 
H. Thaler u. M. Léweneck, Fettchem. Umschau 43, 1, 1936. ' Diese 
Zeitschr. 151, 371, 1924. — ° Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- u. Genuf?m. 
28, 305, 1912. 
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Schimmelpilze besitzen. Auf einem Nahrboden, der die eine oder andere 
dieser Séuren frei enthalt, mu®B deshalb die Entwicklung der Pilze und 
damit auch die Ketonbildung unterbleiben, vorausgesetzt, daB nicht 
Stoffe vorhanden sind, aus welchen Ammoniak zur Neutralisation 
entstehen kann. Wird jedoch durch die Verwendung desselben zum 
Aufbau von PilzeiweiB die Fettsiure wieder frei, so tritt, falls nicht 
wiederum die Neutralisation erfolgt, eine Wachstumshemmung durch 
_Selbstvergiftung™ ein. 

M. Stdrkles! Untersuchungen, bei denen er die Ketone als Semi- 
carbazone nachwies, waren rein qualitativer Natur. 

Die Frage wurde einige Jahre spiter von O. Acklin und W. Schnei- 
der? aufgegriffen. Sie iiberpriiften die von M. Stdrkle gemachten An- 
gaben und stellten das Auftreten von Ketonen zuerst durch den Geruch, 
spiter durch Fillung mit p-Nitrophenylhydrazinchlorhydrat fest. 
Aceton wurde mittels der Farbreaktion von Piloty-Stock3 nachgewiesen. 
Das Ergebnis war das gleiche wie es .V. Stdrkle seinerzeit erhalten hatte: 
Aus simtlichen Fettsiuren von der Capronsdiure bis zur Laurinsaure 
einschlieBlich entstanden die entsprechenden Methylketone. 

Bei Buttersiure konnten O. Acklin und W. Schneider jedoch keine 
Ketonbildung feststellen, was sie damit erklarten, daB die Schimmel- 
pilze nicht imstande sein sollen, die entsprechende f-Ketosaure (Acet- 
essigsdure) zu bilden. Sie zogen jedoch auch die Méglichkeit in Betracht, 
daB die Buttersiure einen oxydativen Abbau ohne Ketonbildung 
erleidet. 

Andererseits gelang es P.D.Coppock, V.Subramaniam und 
T.K. Walker* bei Zugabe von Calciumbutyrat zum Nahrboden die 
Bildung geringer Mengen von Aceton nachzuweisen. Die Frage, ob auch 
aus der Myristinséure Keton zu entstehen vermag, war nicht mit Sicher- 
heit zu beantworten. 

Es schien damit festzustehen, daB nur die Fettsiuren mittlerer 


MolekiilgréBe, von der Capronsiure (CgH,,0,) an bis zur Myristinsaure 


(C,4H.,0.) der Ketonranzigkeit unterliegen. Auffallend war aber, daB 
bei der ersteren ziemlich betriachtliche Mengen von Methylpropyl- 
keton nachgewiesen werden konnten, wahrend nach den sehr ein- 
gehenden Untersuchungen von O. Acklin und W. Schneider aus Butter- 
siure auch nicht eine Spur von Aceton entstand. Es kénnte dies einmal 
daran liegen, daB die niederen Glieder der Fettsiurereihe, wie von 
A. Spieckermann und auch von MV. Stdrkle dargelegt worden war, eine 
gewisse Giftigkeit fiir die Pilze besitzen, die sich dann aber von der 


1 Diese Zeitschr. 151, 371, 1924. — ? Ebenda 204, 253, 1929. 
3 Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 35, 3099, 1902. — ‘4 J. chem. Soc. London 
1928, S. 1422. 











124 H. Thaler u. G, Geist: 


Buttersaure zur Capronsaure gewaltig verringern miiBte. Es kénnte aber 
auch darin seinen Grund haben, daB sowohl von M. Starkle wie auch 
von O. Acklin und W. Schneider zu den Nahrbéden auBer Fettsauren 
auch andere organische Nahrstoffe, wie Pepton, Gelatine und Agar 
zugesetzt worden waren, so da vielleicht die Schimmelpilze sich dieser 
fiir sie leicht angreifbaren Verbindungen zur Deckung ihres Kohlenstoff- 
bedarfs bedient und die Buttersiure unbeachtet gelassen hatten. 

SchlieBlich ist nicht zu vergessen, daB auch der Nachweis der 
Methylketone ziemliche Schwierigkeiten bereitete. Die héheren Glieder 
derselben besitzen zwar einen bezeichnenden Geruch, immerhin sind 
Tauschungen nicht ausgeschlossen. Die chemischen Nachweismethoden, 
namlich die Fallung der Ketone als p-Nitrophenylhydrazone sowie die 
damals zur Verfiigung stehenden Farbreaktionen, sind im Vergleich 
zu den doch sehr geringen Ketonmengen als ziemlich unempfindlich 
zu bezeichnen. 

Was, um diesen letzten Punkt vorauszunehmen, den Nachweis der 
Ketonranzigkeit anlangt, so ist durch die von K. Tdaufel und H. Thaler! 
zunichst qualitativ ausgearbeitete, von H. Schmalfug, H. Werner und 
A. Gehrke? in ihrer Ausfiihrungsform verbesserte und in der Folge von 
K. Téufel, H. Thaler und H. Hohner* zu einem quantitativen Bestim- 
mungsverfahren ausgestaltete Salicylaldehydreaktion ein Wandel ge- 
schaffen worden. Sie griindet sich auf die Beobachtung, daB dieser 
Aldehyd unter geeigneten Bedingungen mit Methylketonen und Schwefel- 
siure intensiv rotgefarbte Verbindungen liefert, deren Messung im 
Stufenphotometer moglich ist. Auch sehr geringe Mengen von Ketonen 
kénnen auf diese Weise sicher erfaBt werden. Ein weiterer Vorteil 
ist dabei die von K. Tdufel und H. Thaler* festgestellte Eindeutigkeit 
der Reaktion, welche nur auf Methylketone bzw. solche Verbindungen, 
die die Gruppierung —CH,—CO—CH,— enthalten, anspricht. 

Die Voraussetzungen fiir die Bearbeitung der Frage der Keton- 
ranzigkeit hatten damit eine wesentliche Verbesserung erfahren. Von 
K. Téufel, H. Thaler und M. Léweneck® war auch bereits mit derartigen 
Versuchen begonnen worden, doch konnten damals die Methylketone 
nur qualitativ nachgewiesen und ihre Mengen nur geschatzt werden. 
Immerhin hatte sich dabei gezeigt, daB, wie nicht anders zu erwarten, 
der Wasserstoffionenkonzentration eine groBe Bedeutung zukommt. Im 
Einklang mit O. Acklin ® hatten auch K. Tdufel, H. Thaler und M. Léwen- 
eck gefunden, daB die Ketonbildung aus Fettsauren nach der saueren 


' Chem. Ztg. 56, 265, 1932; Zeitschr. f. physiol. Chem. 212, 256, 1932. 
— # Fettchem. Umschau 48, 211, 248, 1936. — * Zeitschr. f. Unters. d. 
Lebensm. 74, 119, 1937. — 4 Zeitschr. f. physiol. Chem. 212, 256, 1932; 
K. Téufel, H. Thaler u. O. Bauer, Zeitschr. f. Unters. d. Lebensm. 69, 401, 
1935. — ® Fettchem. Umschau 48, 1, 1936. — ® Diese Zeitschr. 204, 253, 
1929. 
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Seite hin mit der Wachstumsgrenze zusammenfallt und im schwach 
bis deutlich alkalischen Gebiet sich bedeutend verstarkt. Neu war 
die Beobachtung, daB bei steigender Alkalitat auch jenseits der Wachs- 
tumsgrenze der Pilze noch das Entstehen von Ketonen nachgewiesen 
werden konnte. 

Bei der Bedeutung, welche der Ketonranzigkeit in praktischer 
wie auch in theoretischer Hinsicht zukommt, schien es lobnend, die 
vorhandenen Ergebnisse unter Zuhilfenahme der quantitativen Keton- 
bestimmung mittels der Salicylaldehydreaktion einer Nachpriifung zu 
unterziehen. Da selbst grundlegende Fragen, wie z. B. diejenige, welche 
gesattigten Fettsiuren iiberhaupt zur Ketonbildung befahigt sind, 
noch offensichtlich der Klarung harrten, so sollte als erstes deren Be- 
arbeitung in Angriff genommen werden. Besonderes Augenmerk war 
dabei auf das Verhalten der Butter-, sowie der Myristinsaure zu richten. 
Zugleich konnte auch der EinfluB der Wasserstoffionenkonzentration 
auf die Entstehung der Ketone gepriift werden. 


Die Versuchsausfiihrung. 


1. Die Gewinnung einer geeigneten Penicilliumrasse. Von den ver- 
schiedenen Gattungen der Schimmelpilze sind vor allem die Penicillium- und 
Aspergillusarten durch ihre Fahigkeit zur Bildung von Methylketonen aus 
Fettsauren ausgezeichnet. Diese Eigenschaft ist aber keineswegs allen 
Gliedern dieser Gattung in gleichem Mae eigen, sie schwankt vielmehr 
sogar bei ein und derselben Art innerhalb recht weiter Grenzen. Es scheint 
das zum Teil vom Nahrboden bedingt zu sein, so daB eine Pilzrasse, welche 
an fetthaltige Nahrsubstrate gewéhnt ist, den Abbau der Fettsaéuren zu 
Ketonen eher durchzufiihren imstande ist, als eine, die auf reinen Kohlen- 
hydraten oder EiweiBstoffen lebt. Wieweit es méglich ist, eine der letzteren 
Rassen durch Weiterziichten auf Fettnahrbéden zur Ketonbildung zu bringen, 
ist bisher nicht mit Sicherheit bekannt. 

Als guter Ketonbildner ist von den Arten der Gattung Penicillium der 
gewohnliche blaugriine Pinselschimmel (Pen. glaucum) bekannt, der auch 
bei den meisten der im vorhergehenden erwaéhnten Untersuchungen ver- 
wendet worden war. Fiir die in Aussicht genommenen Versuche sollte diese 
Art deshalb auch benutzt werden, wobei es aber notwendig war, ein Peni- 
cilltum zu verwenden, das an fettreiche Nahrbéden gew6hnt war und sich 
zudem durch gutes Ketonbildungsvermégen auszeichnete. Beides durfte 
bei einer Rasse dieses Pilzes, welche als Aromabildner in einem Blau- 
schimmelkase, z. B. in einem Gorgonzola, vorhanden war, mit ziemlicher 
Sicherheit vorausgesetzt werden. 

Aus einem von Penicillium gut durchwachsenen alteren Gorgonzola- 
kase wurde der Pilz in der in der Mykologie iiblichen Weise in Reinzucht 
erhalten. Als Nahrboden diente ein 8 %iger Malzextraktagar, der gegen 
Methylrot neutralisiert wurde. Von dieser Reinkultur wurden dann in 
Schragagarréhrchen die Stammkulturen angelegt, die man alle 14 Tage 
auf einen neuen Nahrboden iibertrug. 

Zu den Versuchen mit den verschiedenen Fettsiuren muBten die 
Lésungen mit den Konidien des Pilzes beimpft werden. Die in den Agar- 
rohrehen entwickelten Mengen waren jedoch verhaltnismaBig gering, 
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weshalb Kulturen auf Malzextraktagarplatten angelegt wurden. Von 
diesen war die benétigte Konidienmenge ohne Schwierigkeiten zu erlange: 

2. Die Fettsiuren. Die Versuche sollten mit Laurinséure, Myristinsaur 
und Butterséure durchgefiihrt werden. Die beiden ersteren Saéuren wurden 
durch Vakuumdestillation kéuflicher Praparate rein erhalten und dies durch, 
den Schmelzpunkt und durch Bestimmung des Molekulargewichts (Titration 
mit n/10 alkoholischer Kalilauge) gepriift. Da sie aber auch dann noch eine, 
wenn auch nur schwache Salicylaldehydreaktion gaben und somit noch 
geringe Mengen von Ketonen enthielten, wurden sie von diesen dure}; 
Abblasen mit Wasserdampf in einer Glasschliffappaiatur befreit. Die Sauren 
trocknete man erst iiber Caletumchlorid und dann iiber Phosphorpentoxyd. 

Zu den Vérsuchen wurden jedoch nicht die freien Sauren, sondern ihre 
Ammoniumsalze verwendet. Es geschah dies einmal, um die in Wasse: 
unléslichen Fettsaéuren besser in der Nahrlésung verteilen zu kénnen, dann 
aber auch, um die von M. Stirkle! sowie von A. Spiekermann®* festgestellte 
Giftwirkung derselben zu vermeiden. 

Zur Darstellung der Ammoniumseifen léste man 5g der Fettséuren in 
etwa 20ccem reinem Alkohol auf, versetzte mit 10ccm konzentriertem 
Ammoniak und dampfte auf dem Wasserbad ein. Sodann nahm man den 
Riickstand mit Wasser auf und fiillte in einem MeBkolben auf 100 cem auf. 

Die Buttersiure wurde in Form ihres Natriumsalzes verwendet, das 
man mehrmals aus Alkohol umkristallisierte bis der anfainglich ziemlich 
starke Geruch nach Butterséure verschwunden war und die Salicylaldehyd- 
reaktion negativ ausfiel. Das reine Salz wurde dann iiber Phosphorpentoxyd 
getrocknet. 

3. Die Ndhrlésung. Von besonderer Wichtigkeit war die Zusammen- 
setzung der Nahrlésung. Es muBte diese einmal alle jene Stoffe enthalten, 
welche der Pilz zum guten und einwandfreien Gedeihen benétigte, zum 
anderen sollte sie aber auch den fiir ihn verwertbaren Kohlenstoff nur in 
Form der zu priifenden Fettsaéuren enthalten. Von M. Stdrkle*® sowie von 
O. Acklin und W. Schneider* waren den Schimmelpilzen auBer den Saéuren 
oder ihren Triglyceriden auch andere organische Verbindungen, Glucose 
und Pepton, geboten worden. Es bestand dabei aber die Gefahr, daB die 
Pilze ihren Kohlenstoffbedarf nur von diesen letzteren deckten und die 
Fette und Fettséuren unangegriffen lieBen. Von K. Tdufel, H. Thaler und 
M. Léweneck® waren aus diesem Grunde schon friiher Versuche mit einem 
rein anorganischen Nahrboden angestellt worden, bei denen sich ergeben 
hatte, daB die Pilze auch auf diesem recht gut gediehen. 


Fiir die vorliegenden Versuche wurde deshalb auf diesen anorganischen 
Nahrboden zuriickgegriffen, der die folgende Zusammensetzung hatte: 


Ammoniumsulfat Re eee | 
Primires Kaliumphosphat .......... 0,5% 
COMO WANING fie 6d 3 SS Hees OP% 
Magnesiumsulfat .. Bees 0,1 % 
Eisenchlorid ..... : svevos OEY 


Da die Versuche mit den verschiedenen Sauren bei bestimmten 
Wasserstoffionenkonzentrationen angestellt werden sollten, so muBte die 


1 Diese Zeitschr. 151, 371, 1924. — 2 Zeitschr. f. Unters. d. Lebensm. 
23, 305, 1912. — 3 Diese Zeitschr. 151, 371, 1924. — 4 Ebenda 204, 253, 
1929. — ® Fettchem. Umschau 438, 1, 1936. 
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Nahrlésung zuvor auf den gewiinschten py-Wert eingestellt werden. Dies 
veschah durch Zugabe von verdiinnter Salzsdure oder von verdiinntem 
Ammoniak. Die Wasserstoffionenkonzentration priifte man dann nochmals 
mit Hilfe des Doppelkeilkolorimeters nach Bjerrum-Arrhenius. 

4. Die Versuchsanstellung. Zu den Versuchen wurden je 30 cem der 
auf ein bestimmtes py eingestellten Nahrlésung in Jenaer Erlenmeyer- 
Kolben von 100 cem Inhalt gegeben und durch 35 Minuten langes Erhitzen 
bei 112° im Autoklaven keimfrei gemacht. Von der im MeBkolben befind- 
lichen Lésung der Ammoniumsalze der Laurin- und der Myristinsaure 
setzte man unter méglichster Vermeidung einer Infektion zu jedem Kolben 
2cem zu, was 0,1 g freier Saure entsprach. Von der Lésung des butter- 
sauren Natriums wurde jeweils 1 ecm 0,05 g Buttersiure verwendet. 
Hierauf fiigte man zu dem Kolbeninhalt mittels einer Kolleschen Nadel, 
deren Ose 1mm Durchmesser hatte, je zwei solcher Osen mit Penicillium- 
konidien zu, die von einer Agarplattenkultur abgestrichen worden waren. 
Die Kolben wurden dann mit Wattestopfen verschlossen in einen Brut- 
schrank gebracht und bei einer Temperatur von 29° C bis zur Untersuchung 
darin belassen. 

Bei jeder Versuchsreihe wurden zwei Blindversuche in genau der 
gleichen Weise, jedoch ohne Konidien angesetzt. Diese beiden Versuche 
muBten also steril bleiben, was auch ohne Ausnahme eintrat. Eine Infektion 
mit Bakterien usw. war iiberhaupt nicht sehr zu fiirchten, da der Nahrboden 
fiir diese Organismen wohl nur recht schlechte Lebensbedingungen bot. Es 
konnte auch niemals das Vorhandensein von irgendwelchen fremden Klein- 
lebewesen beobachtet werden. Die beiden Blindversuche dienten in der 
Hauptsache dazu, um die mit der Zeit durch Autoxydation der Fettsaéuren' 
sich bildenden Methylketonmengen ermitteln und in Abzug bringen zu 
k6énnen. 

5. Die Ermittlung des Ketongehalts. In Abstaénden von je 24 Stunden 
untersuchte man die Ansétze auf ihren Ketongehalt mittels der Salicyl- 
aldehydreaktion von K. Téufel und H. Thaler in der Ausfiihrungsform von 
H. SchmalfuB, H. Werner und A. Gehrke?. Die Probe wurde dem Brut- 
schrank entnommen, der py-Wert mit Hilfe von Merckschem Universal- 
indikatorpapier nachgepriift, die Fliissigkeit in ein 100-cem-Jenaer Ver- 
seifungskélbchen gegossen und mit 2 cem verdiinnter Schwefelsaéure sowie 
mit 10g Kochsalz versetzt, worauf man 4ccem abdestillierte. Die Er- 
mittlung des Ketongehalts erfolgte nach der von K. Tdufel, H. Thaler und 
H. Hohner® angegebenen Vorschrift: Das Destillat versetzte man mit 0,2¢em 
reinem, unvergilltem Alkohol und 10 Tropfen eines besonders gereinigten 
Salicylaldehyds. Nach kiaftigem Durchschiitteln lieB man sogleich, ohne 
daB die Emulsion sich entmischte, genau 2cem konzentrierte Schwefelséure 
aus einer Biirette in méglichst raschem Strahle zuflieBen und schiittelte 
wieder griindlich um. Hierauf wurde das Reagensglas mit der Reaktions- 
fliissigkeit 1/, Stunde lang in ein siedendes Wasserbad gestellt. Dann lieB 
man es 5 Minuten abkiihlen und setzte 5 ccm reinen unvergallten Alkohol zu. 
Danach wurde die Lichtabsorption im Stufenphotometer nach Pulfrich 
gegen einen in der gleichen Weise angesetzten Blindversuch gemessen. Bei 
der Messung wurde eine Kiivette mit 30 mm Schichtdicke und das Licht- 


1 H. Schmalfup, H. Werner u. A. Gehrke, Fettchem. Umschau 438, 211, 
243, 1936. — 2 Ebenda 43, 211, 243, 1936. — * Zeitschr. f. Unters. d. 
Lebensm. 74, 119, 1937. 
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filter S 53 verwendet. War die Farbintensitat zu stark, so verdiinnte ma; 
die Reaktionsfliissigkeit mit 50°,igem Alkohol. Der Gehalt der Lésung an 
Keton wurde der von K. Tdufel, H. Thaler und H. Hohner! angegebenen 
Tabelle entnommen. 


Versuchsergebnisse. 
1. Laurinsdure. 


Von den gesattigten Fettsiuren mittlerer MolekiilgréBe sind vor 
allem die Caprinsiure und die Laurinséure als zu reichlicher Keton- 
bildung neigend bekannt. Um ein Bild iiber die Fahigkeit der ver- 
wendeten Penicilliumrasse zur Erzeugung von Ketonen zu erhalten, 
wurden deshalb zuerst Versuche mit Laurinséure angestellt. 

Weiterhin war es wichtig zu erfahren, 








wie weit die bei zwei Parallelversuchen er- 
haltenen Ergebnisse iibereinstimmten. Wenn 
auch bei beiden ein einigermaBen gleicher 
Verlauf der Methylketonbildung zu erwarten 
war, so konnten doch die entstehenden 
Mengen sehr groBen Schwankungen unter- 
worfen sein, da manche Einzelheiten, z. B. 
die eingeimpfte Konidienmenge, naturgemal} 
nur angenahert dieselben sein konnten. Es 
ergab sich dabei, daB bei gleichartigen Ver- 
suchen die Ubereinstimmung sowohl im Ver- 
lauf der Ketonbildung wie auch der ent- 
standenen Ketonmengen befriedigend war. 
Als Beispiel fiir eine derartige Reihe mége 
die Abb. 1 dienen, in der die bei py 3 an- 
gestellten Versuche dargestellt sind. 
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Abb. 1. Die Ketonbildung bei : 4 . 1 | 
stout Beeneslion ach Suomen Aus den Versuchen von MM. Stdrkle}, 


bei Pg 3. O. Acklin®, sowie von K. Tdufel, H. Thaler 

und M. Léweneck® ist der groBe Einflub 

der Wasserstoffionenkonzentration auf die Ketonbildung zu entnehmen. 

Die beiden ersteren Autoren fanden, daB diese im schwach alkalischen 

Gebiete starker war als im saueren, die letzteren beobachteten ein Fort 

schreiten des Ketonabbaues iiber die Grenzen des sichtbaren Wachs- 
tums der Pilze hinaus. 


Nachdem sich nun die Bildung der Methylketone messend ver- 
folgen lieB, erschien es zweckmaBig, die hierfiir giinstigste Wasserstoff- 
ionenkonzentration festzustellen und sie bei den in Aussicht genommenen 
Versuchen mit anderen Fettsaéuren zu_beriicksichtigen. Es wurden 


1 Diese Zeitschr. 151, 371, 1924. — * Ebenda 204, 253, 1929. - 
3 Fettchem. Umschau 43, 1, 1936. 
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deshalb Versuchsreihen bei py 3, 5, 7, 7.5 und 8,5 angesetzt. Die hierbei 
erhaltenen Ergebnisse sind in der Tabelle I aufgefiihrt, die Mittelwerte 
der einzelnen Reihen in der Abb. 2 im Schaubild dargestellt. 


Tabelle 1. Die Bildung von Methylnonylketon aus Laurinsaure. 
S . . 





Gebildete Ketonmenge in y nach Tagen 


PH 
des Nahrbodens * ‘ ~ 
3 4 5 6 7 


pu 3. 1.Versuch — 2: E 58 
9 5 ; 


Mittelwert: 


Py 0. 1. Versuch 
2 


Mittelwert : 


pu 7. 1. Versuch 
9 


-: ” 


Mittelwert: 


Py 7,0. 1. Versuch 
2 


Mittelwert: 
pa 8. 1. Versuch 0 
3 a a 38 
Mittelwert: 2: 19 


pa 8,5. 1. Versuch 0 
2.0 0 


Mittelwert: 6 0 





Uberblickt man die bei ver- 
schiedener Wasserstoffionenkon- 
zentration erhaltenen Resultate, 
so laBt sich ein sehr bezeichnen- 50 
der EinfluB des Sauregrades er- 


kennen. Einmal ist ohne weiteres a” 
zu entnehmen, dab, im Gegen- & 
satz zu den Angaben der oben- 
genannten Autoren, die Keton- 
bildung iiber den Neutralpunkt 
hinaus bedeutend geringer ist 

als im mehr oder weniger saueren 











Nahrboden. Bei einem py von 

8,5 ist praktisch das Ende der- 
; Abb. 2. Die Bildung von Methylnonylketon 

selben erreicht. aus Laurinsiiure bei verschiedenem py. 
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Weiterhin kann man feststellen, daB die Ketonbildung von de: 
saueren nach der alkalischen Seite hin gleichmaBig abnimmt, so daj; 
bei pu 3 die gréBten Mengen von Keton entstehen, die auch bei py 5 
immer noch verhaltnismaBig bedeutend sind. Auffallend ist das auBer- 
ordentlich starke Absinken der gebildeten Ketonmengen beim Ubergany 
von ganz schwach alkalischer (py 7,5) zu deutlich alkalischer Reak- 


tion (pu 8,5). 

Betrachtet man die Ketonbildung bei den einzelnen py-Stufen, 
so fallt es auf, daB die Kurven nicht gleichmaBig verlaufen, sondern in 
raschem Wechsel steigen und wieder sinken. So finden sich z. B. bei 
den Versuchen bei px 3 am 4. Tag 467 y, am 5. Tage jedoch nur noch 
80» Keton im Mittel. Es handelt sich demnach nicht bloB um eine 
zeitweilige Verlangsamung der Ketonbildung, sondern um eine zum 
Teil sehr betrichtliche Verminderung der bereits vorhandenen Mengen 
von Methylnonylketon. Diese Beobachtung wurde schon von O. Acklin 
und W. Schneider! gemacht, welche den zickzackartigen Verlauf ihrer 
Kurven auf eine Pufferwirkung des Nahrbodens zuriickfiihrten, da sie 
bei ungepufferten Nahrbéden ein gleichmaBiges Ansteigen der Keton- 
bildung erhielten. Jedenfalls scheinen die Schwankungen nicht durch 
zufallige auBere Ursachen bei den Versuchsanstellungen von O. Acklin 
und W. Schneider bedingt zu sein, da auch bei den hier in Rede stehenden 
Versuchen, nicht nur bei der Laurinsdure, sondern bei allen unter- 
suchten Sauren diese Erscheinung mit einer gewissen RegelmaBigkeit 
auftrat. Uber die Ursachen der eigentiimlichen Zu- und Abnahme 
der Ketonmengen lassen sich zur Zeit keine sicheren Angaben machen. 
Die Schwankungen sind von der Art der Saure und der Wasserstoffionen- 
konzentration abhangig, woriiber bei anderer Gelegenheit berichtet 
werden soll. 

Bemerkenswert ist, daB auch der zickzackartige Verlauf der Keton- 
bildung bei py 3 am starksten ist, um dann nach und nach abzunehmen 
und im alkalischen Gebiet in die Form einer flachen Kurve tiberzugehen. 

Bei simtlichen Versuchen aber, mit Ausnahme des bei px 3 durch- 
gefiihrten, nimmt die Ketonmenge nach etwa 8 Tagen endgiiltig ab. 
Als auBeres Zeichen des mehr oder weniger guten Gedeihens der Pilze 
kann man die Mycelentwicklung ansehen. Diese war im ganz schwach 
alkalischen Gebiet (pu 7,5) regelmaBig vorhanden, d.h. es bildete sich 
bei nahezu allen Versuchen ein wenn auch oft nur kleines Mycelfléck- 
chen an der Oberflache der Kultur. Bei den starker sauren Nahrbéden 
(pn 3 und py 5) wiesen immer nur einzelne Versuche ein Mycel auf. 
Sehr stark war sie bei py 7 vom 5. Tag an. Bei py 8,5 war jedoch keine 
Mycelentwicklung festzustellen. Die hier beobachtete Bildung geringer 
Mengen von Keton bestitigt die Befunde von K. Tdufel, H. Thaler 


! Diese Zeitschr. 204, 253, 1929. 
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und M. Léweneck, die diese auch jenseits der Wachstumsgrenze noch 
nachweisen konnten. Hierauf soll spiter noch eingegangen werden. 

Vergleicht man die Mycelentwicklung mit dem Verlauf der Keton- 
bildung, so kommt man zu dem Ergebnis, dai die letztere nicht vom 
Wachstum des Pilzes abhangig ist. So wurde bei dem schon oben- 
erwaihnten Versuch bei pu 3 am 4. Tage beobachtet, da’ zwar 
reichliche Mengen von Keton (467 y) vorhanden waren, ein sichtbares 
Mycel jedoch fehlte. Bei den am nachsten Tage untersuchten Proben 
war dann eine starke Mycelbildung zu verzeichnen, die Ketonmenge 
war aber auf 80 y bzw. 102 y gesunken. Ahnliche Verhaltnisse waren 
bei pu 7 anzutreffen, wo vom 5. Tage an immer eine starke Mycel- 
entwicklung auftrat, die Ketonbildung zwar zunahm, aber doch ver- 
haltnismaBig gering war. 

M. Stdrkle konnte bei py8 bis 8,4 weder Pilzwachstum noch 
Ketongeruch verzeichnen, wahrend K. Tdufel, H. Thaler und M. Léwen- 
eck bei ihren seinerzeitigen Untersuchungen die Beobachtung machten, 
daB das Ketonbildungsvermégen nach der alkalischen Seite hin wesent- 
lich die Grenzen der Entwicklung des Pilzes iiberschritt. Auch bei den 
eben besprochenen, bei py 8,5 angestellten Versuchen war weder Mycel 
noch Geruch nach Keton festzustellen, trotzdem letzteres mittels der 
Salicylaldehydreaktion nachgewiesen werden konnte. K. Tédufel, 
H. Thaler und M. Léweneck sprachen seinerzeit die Vermutung aus, 
daB die Methylketone vielleicht durch Enzyme gebildet werden, die 
von der Entwicklungsstufe des Pilzes unabhangig wirken. Die bei 
den vorliegenden Versuchen gemachten Feststellungen lassen den 
gleichen Gedanken aufkommen. Es finden sich haufig, wie eben er- 
wahnt, groBe Ketonmengen, wihrend von einem Mycel nichts zu sehen 
ist. andererseits geht mit starkerem Wachstum des Pilzes nicht selten 
ein Verbrauch des vorhandenen Ketons einher. Sollte es sich bei der 
Ketonbildung wirklich um einen auBerkalb der Zelle sich abspielenden 
enzymatischen Vorgang handeln, so kann man sagen, da die Enzyme 
gegeniiber der Laurinsdéure im schwach sauren bis schwach alkalischen 
Gebiet (bis pu 8) wirksam sind. Die Aufklarung dieser Frage muB 
jedoch spaiteren Untersuchungen vorbehalten bleiben, die feststellen 
sollen, ob die Ketonbildung durch Schimmelpilze auch auBerhalb der 
lebenden Zelle durchfiihrbar ist. 


2. Myristinsdure. 


Die Frage, ob aus Myristinsiure Methylketone entstehen kénnen, 
ist verschieden beantwortet worden. Wahrend z. B. A. Haller und 
A. Lassieur! bei der Untersuchung von stark parfiimranzigem Kokosfett 
Methylundecylketon nachweisen konnten, das aus Myristinsaure ent- 


1 C.r. Acad. Sci. 150, 1013, 1910; 151, 697, 1910. 
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standen sein mub, stellten weder .W. Stdrkle! noch O. Acklin und 
W. Schneider? das Auftreten von Keton bei ihren Versuchen mit dieser 
Saure fest. 

Méglicherweise ist die Ketonbildung aus Myristinséiure nur be 
sonders befahigten Pilzrassen eigen. Es schien deshalb von Interesse, 
Versuche mit dieser Saure anzustellen, um so ein Bild von den Fahig- 





keiten des aus Gorgonzolakése geziichteten Penicillium glaucum zu 
erhalten. 

Nachdem sich bei der Laurinsaéure ergeben hatte, das die Keton- 
bildung bei py 3 am starksten war, so wurde auch hier diese Wasser- 


Tabelle 11. Die Bildung von Methylundecylketon aus Myristin- 
saure. 





Gebildete Ketonmenge in y nach Tagen 


3 4 f 5 7 8 


PH 
des Naihrbodens 


Pu 3. 1. Versuch 8 — 36 
- es 14 22 46 


Mittelwert: . “41 


pu 7. 1. Versuch 0 12 30 
eee 26 — 18 56 


Mittelwert: | 13 6 | 0o| 15 | 43 





stoffionenkonzentrationen gewahlt. Eine zweite Versuchsreihe wurde 

beim Neutralpunkt angesetzt. Die erhaltenen Ergebnisse sind in 
400 der Tabelle II und die Mittelwerte 
7 der Versuchsreihen in der Abb. 3 
zusammengestellt. 











Aus der Abb. 3 geht hervor, 
daB die Ketonbildung ebenso wie 
bei der Laurinsiure bei po3 am 
stirksten ist und mit dem Saure- 
grad des Nahrbodens abnimmt. Was 
die gebildete Ketonmenge anlangt, 
so ist diese in beiden Versuchs- 
reihen ganz bedeutend geringer als 
bei der Laurinséure: bei py 3 wird nur etwa die Halfte, bei py 7 
sogar nur rund !/9 des bei der Laurinsdure erhaltenen Ketons geliefert. 



































Abb. 3. Die Bildung von Methylundecylketon 
aus Myristinsiure bei verschiedenem pq. 


Der Verlauf der Ketonbildung gleicht dem bei der Laurinsiéure 
beobachteten, wenn auch das Auf und Nieder der Kurven nicht so 
stark ausgepragt ist. Wieder sind die Schwankungen bei py3 am 


gréBten. Vom 5. bis zum 7. Tag fallt die Ketonmenge vom héchsten 


1 Diese Zeitschr. 151, 371, 1924. —- ? Ebenda 204, 253, 1929. 
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erreichten Wert von 338 y auf 41 y. Am 8. Tage ist tiberhaupt kein 
Keton mehr nachweisbar. Bei py 7 ist die Erscheinung, entsprechend 
den Beobachtungen bei der Laurinsaiure, viel schwacher ausgepragt 
und nur noch andeutungsweise vorhanden. 

Auffallend war die starke Mycel- und Konidienbildung, die sowohl 
bei pu 3 als auch bei pu 7 vom 5. Tage an eintrat. Der Pilz vermag 
also die Myristinséure als Kohlenstoffquelle ausgezeichnet zu verwerten, 
wie dies auch schon von anderer Seite beobachtet worden ist. Bei 
der bei px 3 angestellten Versuchsreihe fallt auch hier die rasche Ab- 
nahme des Ketons (vom 5. Tage an) mit dem starkeren Wachstum 
des Pilzes zusammen. 

3. Buttersdure. 
M. Stdrkle! sowohl wie auch O. Acklin und W. Schneider? hatten 
wie oben bereits erwahnt — bei ihren Versuchen mit Buttersdure 
festgestellt, da Penicillium glaucum diese zwar zu verwerten, jedoch 
kein Keton zu bilden vermag. P. D. Coppock, V. Subramaniam und 
T. K. Walker3 konnten dagegen im gleichen Falle das Auftreten von 
Spuren von Aceton nachweisen. 

Um die Frage zu klaren, wurden Versuche auch mit Buttersaéure 
angestellt, wobei diesmal das Natriumsalz derselben verwendet wurde. 
M. Stdrkle sowohl wie auch O. Acklin und W. Schneider hatten schwach 
alkalische und schwach saure Nahrbéden benutzt. Da jedoch die im 
vorhergehenden beschriebenen Versuche ergeben hatten, das sowohl 
bei der Laurin- wie bei der Myristinséiure die Ketonbildung am Neutral- 
punkt und jenseits desselben sehr gering, bei py 3 aber am starksten 
war, so wurden Versuchsreihen bei py 3, pu6 und py7 angesetzt. 


Tabelle III. Die Bildung von Aceton aus Buttersaure. 





Gebildete Ketonmenge in y nach Tagen 


_Ps i NOS 
des Nahrbodens ‘ 3 4 5 6 " 


py3,2.1.Versuch 123 1200 322 24 | | » 0 
_ lp 468 2400 428 56 | 5 


Mittelwert: 295 1800 375 : 15 


pu 6. 1.Versuch 20 
7 ghee 300 


Mittelwert: 160 92 


Py 7. 1. Versuch 8 5: 88 
ee 58 — 175 


Mittelwert : 33 - 132 


! Diese Zeitschr. 151, 371, 1924. > Ebenda ; , 1929. 
3 J. chem. Soe. London 1928, S. 1422. 
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Im Gegensatz zu M. Stdrkle sowie O. Acklin und W. Schneidey 
. > . . . , y y . 
und in Ubereinstimmung mit P.D.Coppock, V. Subramaniam und 
7’. K. Walker ergab sich, daB die Buttersiure sehr wohl Keton, also 











7) 




















Aceton, zu liefern vermag. Wie bei den Fettsauren 
mittlerer MolekiilgréBe verlauft auch diesmal die Keton.- 
bildung im sauren Gebiet starker als beim Neutralpunkt. 
Die bei px 3 entstandenen Ketonmengen erreichen so- 
gar schon am zweiten Tag eine bis dahin nicht beob- 
achtete GréBe von 1800 y im Mittel. Dann allerdings 
erfolgt ein jahes Absinken bis zum praktisch vélligen 
Verschwinden des Ketons am 4. Tag. Zwar ist dieses 
am 5. Tag wieder nachweisbar, doch bleibt seine Menge 
von da an dauernd unter 100 y. 

Bei px6 wird schon am 1. Tag, d.h. 24 Stunden 
nach Versuchsbeginn, ein Héchstwert von 160 y Keton 
erreicht. Hierauf folgt ein langsames Abnehmen der 
vorhandenen Mengen, bis endlich am 6. Tag die Salicy!- 
aldehydreaktion negativ ausfallt. Es tritt dann erneut 
Ketonbildung ein bis zum 9. Tage, an welchem der 
Versuch abgebrochen wurde. 

Recht verschieden hiervon erfolgt die Ketonbildung 
bei pu 7, die, abgesehen von sehr geringen Schwan- 
kungen, in Form einer langsam ansteigenden Kurve 
verlauft. Abgesehen von der bedeutend geringeren Keton- 
menge adhnelt sie stark dem mit Laurinséure beim 
gleichen py erhaltenen Bild. 

Eine Mycelentwicklung war bei keinem der Ver- 
suche festzustellen. 


Zusammenfassung. 


Uberblickt man das Ergebnis der in den vorher- 
gehenden Abschnitten beschriebenen Versuche, so 1al}t 
sich aus ihnen erkennen, da} eine 
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Abb. 4. Die Bildung von Accton aus Butter- Mvristinsiure mit 14 Kohlenstoff- 
siiure bei verschiedenem pg. . 


atomen, stattfinden kann. Diese Tat 


sache steht im Gegensatz zu den Befunden von O. Acklin und 


W. Schneider}. 


Die Unstimmigkeit kann einmal durch ein abweichen- 


1 Diese Zeitschr. 204, 253, 1929. 
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des Verhalten der von diesen beniitzten Penicillium glaucum-Rasse 
hervorgerufen sein. Wahrscheinlicher ist aber, daB infolge der Gegen- 
wart anderer organischer Stoffe,. wie Glucose oder Pepton, welche die 
Autoren dem Nahrboden zusetzten, der Pilz seinen Kohlenstoffbedarf 
vorzugsweise aus diesen Verbindungen decken konnte. Der Abbau 
der Buttersaure kénnte hierdurch stark eingeschrankt worden sein, 
so daB vielleicht die noch entstandenen geringen Acetonmengen dem 
Nachweis entgingen. Durch das Ergebnis der eigenen Versuche wird 
im wbrigen die Angabe von P. D. Coppock, V. Subramaniam und 
T. K. Walker! bestatigt, welche bei Zusatz von Calciumbutyrat zum 
Nahrboden eine, wenn auch nur geringe Bildung von Aceton nach- 
weisen konnten. 


Was die Menge der aus den Fettséuren gebildeten Methylketone 
anlangt, so ist sie sowohl von der Stellung der Saéuren in der Reihe 
der Homologen, also von der Molekiilgr6éBe, als auch von der jeweils 
herrschenden Wasserstoffionenkonzentration abhangig. Im Einklang mit 
den Angaben des Schrifttums ergibt sich, daB die Fettsiuren mittlerer 
MolekiilgréBe, z. B. die Laurinsiure, wenn man ihr Verhalten bei den 
gepriiften Versuchsbedingungen im ganzen genommen betrachtet, am 
stirksten der Ketonranzigkeit unterliegen. Buttersiure wie auch 
Myristinsdure zeigen diese Erscheinung in weit geringerem Mae. Am 
giinstigsten fiir die Ketonbildung scheint eine schwach saure Reaktion 
des Nahrbodens zu sein, da von saimtlichen untersuchten Sauren bei 
pu3 die gréBten Ketonmengen geliefert werden. Bei den Versuchen 
mit Buttersiure konnte man unter diesen Bedingungen sogar die starkste 
iiberhaupt aufgetretene Ketonbildung beobachten. Gegen den Neutral- 
punkt hin wird diese bedeutend geringer und bei schwach alkalischer 
Reaktion, etwa von py7,5 an, ist von einer Ketonranzigkeit nicht 
mehr zu sprechen. 


Fiir den eigenartigen ,,zickzackartigen’‘ Verlauf der Ketonbildung 
laBt sich bislang keine Erklarung finden. Die Ursache des mit so groBer 
RegelmaBigkeit bei so ziemlich jeder Wasserstoffionenkonzentration auf 
eine starke Ketonbildung hin folgenden jahen Verschwindens erheb- 
licher Mengen dieser Stoffe kann nicht mit Sicherheit angegeben werden. 
Wie weit die Keimung der Konidien, die Entwicklung des Mycels, 
kurz, das Wachstum des Pilzes daran beteiligt ist, laBt sich aus den 
vorliegenden Untersuchungen nicht einwandfrei entnehmen. <Auf- 
fallend ist jedenfalls, daB haufig bei starker Ketonbildung ein sicht- 
bares Mycel nicht vorhanden ist. Tritt ein solches in Form weiBer 
Fléckchen an der Oberflache der Fliissigkeit auf, so geht zumeist die 


1 J. chem. Soc. London 1928, S. 1422 











136 H. Thaler u. G. Geist: Zur Chemie der Ketonranzigkeit. I. 


Ketonmenge zuriick. DemgemaB ist die Ketonbildung auch im al|- 
gemeinen in den ersten 8 bis 10 Tagen am starksten. Die Feststellung 
der unter Umstainden mdéglichen Beziehungen zwischen der Keton- 
menge und dem Entwicklungszustand des Pilzes muB, ebenso wie die 
Aufklarung des Reaktionsmechanismus der Ketonranzigkeit, spateren 
Arbeiten vorbehalten bleiben. Die Untersuchungen hieriiber sind im 


Gange. 


Berichtigung 


zur Arbeit: ,,Uber die Absorptionsspektren organischer Stoffe in kon- 
zentrierter Schwefelsdure. ILI. Mitteilung: Stoffe mit Athylen- und 
Carbonylgruppen. Von Fritz Bandow!*. 

Seite 97, Zeile 7 von oben lies: nach Kurzwellig ansteigend. 


statt: nach Langwellig ansteigend. 


' Diese Zeitschr. 298, 81, 1938. 





